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 略 語 表 
 
AA1   アリストロキア酸Ⅰ  
AA2   アリストロキア酸Ⅱ  
Ag/AgCl  銀 -塩化銀電極  
AUC  血中濃度－時間曲線下面積  
BG   血糖値  
CE   キャピラリー電気泳動  
DBBQ  3,5-Di-tert-butyl-1,2-benzoquinone 
FFA   遊離脂肪酸  
GC   ガスクロマトグラフィー  
GC-FID  水素炎イオン化検出器 GC 
GC-MS  GC 質量分析法  
HPLC-ECD  電気化学検出 HPLC 
HPLC-FL  蛍光検出 HPLC 
HPLC-UV  吸光検出 HPLC 
IS   内標準物質  
LC-MS  液体クロマトグラフィー質量分析法  
LC-MS/MS  液体クロマトグラフィータンデム質量分析法  
ODS   オクタデシルシリル化シリカゲル  
PFC   プラスチックフォームドカーボン  
PK   薬物動態（Pharmacokinetics）  
SCE   飽和カロメル電極  
SMBG  血糖自己測定  
S/N 比   シグナル／ノイズ比  
t1/2   半減期  
VPA   バルプロ酸  
VP-Na  バルプロ酸ナトリウム  
Vd   分布容積  
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序 論 
 
薬物をターゲットとした定量分析は，創薬研究，薬効・薬理研究，安全性
試験，薬物動態研究などの基礎研究から医薬品の製造や品質管理などの製薬
の現場，ヒトを対象とした治験および治療薬物モニタリングなどの臨床研究
に至る広範な研究領域において重要である．  
このような薬学領域における定量分析では，生体試料や製剤のように様々
なマトリックスを含む試料を対象として取り扱うことが多く，夾雑物と測定
対象物質を分離する必要がある．このため，信頼性に優れた測定データを得
るための定量分析法として高速液体クロマトグラフィー（HPLC）が汎用さ
れている．特に，固定相にオクタデシルシリル化シリカゲル（ODS）カラム
を用いた吸光検出 HPLC（HPLC-UV）は有機化合物の分離分析に適すること
から薬物の定量に適用されており，製薬企業や医療機関などの様々な施設に
おいて HPLC-UV 装置が多く導入されてきた．しかし，HPLC-UV は，分析対
象によっては感度や特異性が充分でないことがあり，薬物およびその代謝物
の網羅的解析を行う薬物動態研究，あるいは薬物の分解生成物の同定やその
生成経路を探査する安定性試験，複数の薬物が投与されている患者の治療薬
物モニタリングへの適用が困難な場合がある．近年，これらに対して製薬企
業では液体クロマトグラフィータンデム質量分析法（LC-MS/MS）の導入が
行われている．LC-MS/MS は選択性が高く，血液や尿中の薬物およびその代
謝物を分析する際に有益な分析法であるが，装置が大型，初期導入費と維持
費が高額，高感度かつ高精度分析のためには試料に対して充分なクリーン
アップ操作が必要，対象薬物によっては誘導体化操作などの前処理方法が煩
雑である等が問題点として指摘される場合がある．その他の高感度 HPLC と
して，分離分析，感度，特異性の観点から蛍光検出 HPLC（HPLC-FL），電気
化学検出 HPLC（HPLC-ECD）などが，薬物の定量分析に有望と考えられる．  
HPLC-ECD は，酸化還元物質を高感度かつ特異的に定量できる分析法であ
り，様々な領域で利用されている．さらに，HPLC-ECD は，低価格であるう
えに分析装置自体の小型化を図ることが容易であり，広範な研究機関および
小中規模の医療機関への装置導入を考慮した場合，非常に有利である．  
HPLC-ECD の適用例を Table 1 に挙げた  [1-10]．HPLC-ECD による尿中カ
テコールアミンおよびその代謝物の定量は，過去に神経芽細胞腫などの診断
に適用されていた  [11-13]．現在は，マイクロダイアリシスと組み合わせて
麻酔下あるいは覚醒下動物の血液や脳の組織液中のアドレナリン作動性神
経伝達物質のリアルタイムモニタリングに応用されている  [14-17]．  
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Table 1   Analytes detected by HPLC with amperometric detection.  
 
Analyte or Analyte Class Working electrode Ref. 
Aromatic amines Glassy carbon 1 
Aromatic nitro compounds Glassy carbon 1 
Ascorbic acid Pt 2 
Bromide Ag  3 
Catecholamines and other biogenic amines  Glassy carbon 1, 4-7 
Cyanide Ag  3, 8 
Hydroquinones Glassy carbon 1 
Iodide Glassy carbon 1, 9 
Phenols Glassy carbon 1 
Sulfide Ag  3 
Sulfite Pt  10 
Uric acid Glassy carbon 1 
 
 
 
 
また，還元型グルタチオン，酸化型グルタチオン，ホモシステイン，ホモシ
スチンなどの含硫アミノ酸の HPLC-ECD は，pmol レベルの高感度分析を可
能とし，酸化ストレスの評価の目的で，血漿，肝ミクロゾーム，肝細胞など
の生体試料の分析へ応用されている  [18-23]．  
このように HPLC-ECD は，電解酸化あるいは電解還元によって酸化還元
能を有する様々な生体成分や薬物の定量に適用可能である．しかし，
HPLC-ECD の検出の場である作用電極界面の安定性の確保が不充分な場合，
あるいは電極表面が生体試料中の夾雑物により汚染を受けた場合，
HPLC-ECD の感度や精度の顕著な低下が起こる．このような実情から，
HPLC-UVや LC-MS/MSに比べて HPLC-ECDは汎用性に劣ると評される場合
がある．  
本研究では，HPLC-ECD の本来の特性を活かし，薬物の定量分析における
実用性を向上させることを企図した．そのためには，さらなる高感度化と高
精度化を目指した HPLC-ECD 装置を構築し，実分析への応用を図るために
試料の適切な前処理方法を提示した上で，HPLC-ECD の薬物の定量分析への
適用性を総合的に明らかにすることが重要と考えた．  
また，測定対象物質が酸化還元物質でなく，いわゆる電極不活性な場合，
電極活性な官能基を含む化合物へと誘導体化し，反応後に電気化学検出を行
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う方法が知られている  [24]．例えば，第 1 級アミノ基あるいは第 2 級アミノ
基の誘導体化試薬である o-phtalaldehyde, N-succimidyl-3-ferrocenylpropinate, 
isocyanate を利用したアミノ酸および脂肪族アミンの定量やカルボキシル基
の誘導体化試薬である p-aminophenol を利用した脂肪酸，胆汁酸，プロスタ
グランジン類の定量などがある．しかし，誘導体化試薬の利用によって，官
能基特異的な検出が可能になるが，手順が多く前処理操作の煩雑さなどから，
必ずしも汎用的な方法になっていない．  
電極不活性物質のうち酸物質あるいは塩基物質であれば，キノンの還元前
置波あるいはトロロックスの酸化前置波を活用すること  [25,26] によって，
これらを電気化学的に検出することが可能である．この電気化学検出法を活
用した HPLC-ECD では，誘導体化によらず電極不活性な酸物質あるいは塩
基物質を定量するので前処理方法を簡易にできる利点があるうえに，
HPLC-ECD の測定対象物質の適用範囲を拡張することができ，薬物の定量分
析において有利と考えた．  
そこで，本研究では，薬学領域における実分析へ HPLC-ECD の適用を図
るために，必要試料量の低減，簡便な前処理方法の確立を考慮したうえで，
酸化還元物質，酸物質，塩基物質を対象とした様々な検出モードを活用した
HPLC-ECD をそれぞれ確立することとした．HPLC-ECD が，薬物の定量分析
において感度と特異性に優れた分析法であることを示すとともに，確立した
HPLC-ECD を血中の薬物動態分析，あるいは生薬に混入した有害成分の監視
へ展開し，薬物の実用的な定量分析法としての HPLC-ECD の有用性を明ら
かにすることとした．  
 
第 1 章では，電解還元によるアリストロキア酸の HPLC-ECD を構築し，
アリストロキア酸腎症の原因物質であるアリストロキア酸の生薬への混入
を監視できる高感度分析法を確立した．中国産の生薬を試料とした実分析を
行い，第 16 改正日本薬局方（日局）で定められるアリストロキア酸Ⅰの分
析法に比べて，確立した分析法は感度と特異性において著しく優れることを
明らかにした．  
第 2 章では，キノンの還元前置波によるバルプロ酸（VPA）の HPLC-ECD
を構築し，血中 VPAの薬物動態分析に適用できる高感度分析法を確立した．
さらに，キノンの還元前置波による遊離脂肪酸（FFA）の HPLC-ECD も構築
した．VPA，FFA の時間－濃度プロファイルを同時に取得し，糖脂質代謝調
節を in vivo で観察できる複合動態解析法へと展開した．  
第 3 章では，トロロックスの酸化前置波によるテオフィリンの HPLC-ECD
を構築し，血中テオフィリンの薬物動態分析に適用できる高感度分析法を確
立した．本分析法はカフェインやテオフィリン代謝物の影響を受けず，従来
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のテオフィリンの HPLC-UV やイムノアッセイに比べて多くの利点があるこ
とを明らかにした．さらに，乳幼児および高齢者を対象としたテオフィリン
の治療薬物モニタリングへの適用を図るために，分析に必要な血液試料量の
低減，簡易な前処理方法の設計について検討を行った．  
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第 1 章 電解還元によるアリストロキア酸の電気化学検出 HPLC と生薬への
混入監視の実践  
 
1-1 緒言  
 
1993 年にベルギーで，痩身療法のために生薬製剤を摂取した多数の女性に
急速に進行する腎不全が起こり，この疾患は Chinese herbs nephropathy と報
告された  [27-29]．その後，処方された生薬製剤の分析によって，原因は誤
用された Radix Aristolochiae Fangchi に含まれるアリストロキア酸であると
報告された  [30]．以来，この疾患はアリストロキア酸腎症と称されるように
なった．  
アリストロキア酸は，フェナントレン骨格を持つ芳香族カルボン酸であり，
ウマノスズクサ科の植物は， Fig. 1-1 のアリストロキア酸Ｉ（ AA1, 
8-methoxy-6-nitro-phenanthro-(3,4-d)-1,3-dioxolo-5-carboxylic acid），アリスト
ロキア酸Ⅱ（AA2, 6-nitro-phenanthro-(3,4-d)-1,3-dioxolo-5-carboxylic acid）な
どを含有する  [31,32]．これらは，腎毒性，発がん性，変異原性を有するこ
とが知られている  [33-35]．  
動物実験では，100 mg/kg アリストロキア酸の単回経口投与で近位尿細管
壊死が  [33]，10 mg/kg アリストロキア酸の 35 日間（週 5 日）皮下投与で，
近位尿細管の萎縮と間質性線維症が惹起したと報告されている  [36]．アリス
トロキア酸の LD50 は，Wistar 系ラットにおいて 56～203 mg/kg（経口）であ
り  [37]，その標的臓器は腎臓と報告されている  [38]．実際，問題の生薬製
剤中には，0.65±0.56 mg/g のアリストロキア酸が含有されていた  [30]．  
日本でもアリストロキア酸を含む漢方薬の使用による被害が報告されて
いる．各国では，アリストロキア酸を含む生薬，生薬製剤の流通を禁止する
ために厳しい規制を設けているが，渡航先での購入やインターネット販売に
よる個人輸入などが要因となり，現在でもアリストロキア酸腎症の患者が報
告されている  [29,39,40]． 
 
Fig. 1-1   Structures of aristolochic acids I (AA1) and II (AA2) . 
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アリストロキア酸の含有に注意を要する生薬，中医薬の名称およびその基
原植物と使用部位を Table 1-1 に挙げた．本来，ボウイは日本薬局方（日局）
に 記 載 の 通 り オ オ ツ ヅ ラ フ ジ  Sinomenium acutum  Rehder et Wilson
（Menispermaceae）のつる性の茎および根茎を，通例，横切したものである．
この基原植物はアリストロキア酸を含有しない．しかし，ボウイ（防已）と
記載されていてもアリストロキア酸を含有するボウキ（防己）が用いられる
ことがある．名称が類似した生薬で粉防己（基原植物はツヅラフジ科のシマ
ハスノハカズラ  Stephania tetrandra  S. Moore）がある．これにはアリストロ
キア酸は含有されないが，海外で防己と取り違えたために多数の腎障害の患
者が発生した．現在，日局ではボウイは防已と表記されているが，中国の薬
典では防己と表記される．已あるいは己，両国の漢字表記においてわずかな
違いしかないため注意を要する  [41,42]．  
日局に定められた基原植物およびその部位を生薬として使用していれば
アリストロキア酸の混入の可能性はほとんどないが，国によっては異なる植
物を類似した生薬名で呼称する場合もあり，また，諸外国においては日局に
適合しない製品が流通していることから，生薬，漢方薬の使用に当たっては，
アリストロキア酸を含む植物が混入しないように原料の確認等に留意し，監
視を行う必要がある．この経緯で，日局 14 改正第 1 追補以降，日局サイシ
ンの使用部位は，ウスバサイシンまたはケイリンサイシンの根および根茎で
あり，アリストロキア酸を含む地上部が使用部位より削除された．さらに，
純度試験に AA1 の分析法が定められた．  
アリストロキア酸の定量には，従来，HPLC-UV [43]，LC-MS [44-46]，  
HPLC-FL [47] が利用されている．日局では HPLC-UV を利用して AA1 の分
析を行っているが，HPLC-UV は特異性に乏しいため，アリストロキア酸に
対応する保持時間にピークが認められた場合，条件を変更して再度分析して
このピークがアリストロキア酸であるかを確認する必要がある  [48]．英国や
米国のように，今後，製剤を対象にした規制が導入される場合，基原植物や
生薬に比べて分析対象のアリストロキア酸含量が低値になることが予想さ
れる．従って，より厳重なアリストロキア酸の混入監視を実践し，アリスト
ロキア酸腎症の発症を防止するためには，感度と特異性に優れた分析法が要
求される．  
本研究では，アリストロキア酸の構造中のニトロ基に着目し，これを利用
したアリストロキア酸の高感度かつ特異的な HPLC-ECD の構築を試みた．
ニトロ基は，電解還元によってヒロドキシルアミンへ還元されることから，
ニトロ基を有する化学物質を分析する電流計測型の電気化学分析法は，多く
報告されている  [49-54]．特に，2,4-dinitrofluorobenzene などの誘導体化試薬  
   T
a
b
le
 1
-1
 
L
is
t 
o
f 
h
e
rb
a
l 
m
e
d
ic
in
e
s
 s
tu
d
ie
d
 a
n
d
 t
h
e
ir
 r
e
la
te
d
 m
e
d
ic
in
e
s
. 
 H
e
rb
a
l 
m
e
d
ic
in
e
 
 
O
ri
g
in
 
 
A
ri
s
to
lo
c
h
ic
 
a
c
id
s
*
 
N
a
m
e
 
 
J
a
p
a
n
e
s
e
 
(C
h
in
e
s
e
) 
 
 
N
a
m
e
 
P
a
rt
 
C
a
u
li
s
 A
k
e
b
ia
e
 
木
通
 
(M
u
 t
o
n
g
) 
 
 
A
k
e
b
ia
 q
u
in
a
ta
 D
e
c
a
is
n
e
 
S
te
m
 
 
－
 
 
関
木
通
 
(G
u
a
n
 m
u
 t
o
n
g
) 
 
 
A
r
is
to
lo
c
h
ia
 m
a
n
s
h
u
r
ie
n
s
is
 K
o
m
 
S
te
m
 
 
＋
 
R
a
d
ix
 A
u
c
k
la
n
d
ia
e
 
木
香
 
(M
u
 x
ia
n
g
) 
 
 
S
a
u
s
s
u
re
a
 l
a
p
p
a
 C
la
rk
e
 
R
o
o
t 
 
－
 
 
青
木
香
 
(Q
in
g
 m
u
 x
ia
n
g
) 
 
 
A
r
is
to
lo
c
h
ia
 d
e
b
il
is
 S
ie
b
. 
e
t 
Z
u
c
c
 
R
o
o
t 
 
＋
 
R
a
d
ix
 S
te
p
h
a
n
ia
e
 T
e
tr
a
n
d
r
a
e
 
防
已
 
(F
a
n
g
 j
i)
 
 
 
S
in
o
m
e
n
iu
m
 
a
c
u
tu
m
 
R
e
h
d
e
r 
e
t 
W
il
s
o
n
 
S
te
m
, 
 
R
h
iz
o
m
e
 
 
－
 
R
a
d
ix
 A
r
is
to
lo
c
h
ia
e
 F
a
n
g
c
h
i 
広
防
己
 
(G
u
a
n
g
 f
a
n
g
 j
i)
 
 
 
A
r
is
to
lo
c
h
ia
 f
a
n
g
c
h
i 
Y
.C
. 
W
u
 
R
o
o
t 
 
＋
 
R
a
d
ix
 e
t 
R
h
iz
o
m
a
 A
s
a
r
i 
細
辛
 
(X
in
x
in
) 
 
 
A
s
ia
s
a
r
u
m
 s
ie
b
o
ld
ii
 F
. 
M
a
e
k
a
w
a
 
R
o
o
t,
 
 
R
h
iz
o
m
e
 
 
－
*
*
 
*
 
－
, 
A
ri
s
to
lo
c
h
ic
 a
c
id
s
 a
re
 n
o
t 
c
o
n
ta
in
e
d
 i
n
 t
h
e
 h
e
rb
a
l 
m
e
d
ic
in
e
. 
 
＋
, 
A
ri
s
to
lo
c
h
ic
 a
c
id
s
 a
re
 c
o
n
ta
in
e
d
 i
n
 t
h
e
 
h
e
rb
a
l 
m
e
d
ic
in
e
. 
 
 
 
*
*
 A
ri
s
to
lo
c
h
ic
 a
c
id
s
 a
re
 c
o
n
ta
in
e
d
 i
n
 a
e
ri
a
l 
p
a
rt
 o
f 
A
s
ia
s
a
r
u
m
 s
ie
b
o
ld
ii
 F
. 
M
a
e
k
a
w
a
. 
 
 
 
 
- 7 -  
- 8 - 
[24,55-57] はプレカラムあるいはポストカラム方式の HPLC に利用され，ppb
レベルのアミノ酸の高感度分析に応用されている  [57]．従って，アリストロ
キア酸の構造中のニトロ基の電解還元を利用すれば，感度と特異性に優れた
アリストロキア酸の検出が可能であり，すでに，Sun らは，グラファイト電
極を作用電極としたボルタンメトリーによってアリストロキア酸を検出で
きることを示した  [41]．電気化学検出の電解反応として，Fig. 1-2 のような
ニトロ基の還元反応が想定される．しかしながら，Sun らは AA1 と AA2 の
分離定量には至っておらず  [41]，AA1 と AA2 の HPLC-ECD を用いた分析事
例は，報告されていない．アリストロキア酸の混入監視を目的とする場合，
AA1 と AA2 の分離定量を行う必要があり，また移動相組成は電気化学検出
の支持電解質溶液を兼ねるので，適切な分離系の構築と電解条件の設定が
AA1 と AA2 の高感度分離定量を左右する．   
そこで，本研究では，アリストロキア酸の電解還元を利用し，アリストロ
キア酸を高感度かつ特異的に検出できる HPLC-ECD を構築し，これを生薬
へのアリストロキア酸の混入監視へ応用することとした．  
 
 
 
Fig. 1-2   Proposed electrochemical reduction of aristolochic acid II (AA2).  
 
 
 
 
1-2 実験材料と実験方法  
 
1-2-1 アリストロキア酸の電気化学検出 HPLC 
 
アリストロキア酸の電解還元に基づく HPLC-ECD として Fig. 1-3 に示すシ
ステムを構築した．デガッサー（LC-26A, BAS 製），ポンプ（301M, フロム
製），サンプルインジェクター（7125, レオダイン製），マイクロボアカラム
（Capcell Pak C18 UG120, 150 mm x 1.0 mm i.d., 3 m, 資生堂製），カラムオ
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ーブン（FT-1, BAS 製），電気化学検出器（LC-4C, BAS 製）を用いて構築し
た．フロー型電解セル（ラジアルフローセル，BAS 製）の作用電極はグラッ
シーカーボン（円盤型：直径  6 mm），参照電極は Ag/AgCl，対極はステンレ
スを用い，作用電極表面において電極還元反応で生じる還元電流を電気化学
検出器により測定し，アリストロキア酸の特異的な検出方法として構築した． 
移動相は，メタノール -水 -リン酸（65:35:0.5, v/v/v），カラム温度は 40℃，
流速は 25 L/min，試料注入量は 5 L，印加電位は -0.7 V vs. Ag/AgCl に設定
した．  
 
 
 
 
Fig. 1-3   Block diagram of the HPLC-ECD system. 
MP, Mobile phase, methanol-water-phosphoric acid (65:35:0.5, v/v/v); DG, 
degasser; P, pump; S, sample injector; column, microbore ODS column (Capcell 
Pak UG-120, 150 x 1.0 mm i.d., 3 m); D, electrochemical detector, 
electrochemical cell and potentiostat; R, recorder.  
 
 
 
1-2-2 アリストロキア酸の吸光検出 HPLC 
 
日局 16 改正のサイシンの純度試験（AA1）に準拠した HPLC-UV は，ポン
プ（L-6000, 日立製作所製），ODS カラム（Mightysil ODS, 150×4.6 mm i.d., 3 
m, 関東化学製），UV 検出器（L-4000, 日立製作所製）を用いて構築した．
移動相には 50 mmol/L NaH2PO4 水溶液－アセトニトリル（11:9, v/v），流速は
1.0 mL/min，試料注入量は 20 L，カラム温度は 25℃，測定波長は 400 nm に
設定した．  
 
1-2-3 生薬および HPLC 用検液の調製方法  
 
実試料として中国産のサイシン（Radix et Rhizoma Asari），ボウキ（Radix 
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Aristolochiae Fangchi ），モクツウ（ Caulis Akebiae），モッコウ（ Radix 
Aucklandiae）を用いた．  
本研究では，サイシンの純度試験（AA1）に準拠して HPLC 用の検液を調
製することとした．日局 16 改正・サイシンの純度試験（AA1）の方法を以
下に記した．  
「純度試験：アリストロキア酸Ⅰ 本品の粉末 2.0 g を正確に量り，薄めた
メタノール（3→4）50 mL を加えて 15 分間振り混ぜた後，ろ過し，ろ液を
試料溶液とする．別に生薬純度試験用アリストロキア酸Ⅰ  1.0 mg を正確に
量り，薄めたメタノール（3→4）に溶かし，正確に 100 mL とする．この液
1 mL を正確に量り，薄めたメタノール（3→4）を加えて正確に 25 mL とし
標準溶液とする．試料溶液および標準溶液 20 L ずつを正確にとり，次の条
件で液体クロマトグラフィー<2.01>により試験を行うとき，試料溶液には標
準溶液のアリストロキア酸Ⅰに対応する保持時間にピークを認めない．」  
生薬中のアリストロキア酸を定量する場合，内標準法が有用と考えた．そ
こで，内標準物質（ IS）として 3,5-di-tert-buty1-1,2-benzoquinone（DBBQ）
を用いた場合の HPLC 用検液の調製方法は，次の手順を実施した．  
各々の生薬原料は，鋏で切断生薬にした後にミルを用いて生薬末とした．
各生薬末 0.4 g を精密に量り，DBBQ（ IS）を含む 75vol%のメタノール溶液
10 mL を加えて 15 分間振り混ぜ，試料溶液とした．試料溶液は，孔径 0.45 m
のメンブレンフィルター（13A，クラボウ製）でろ過をして検液とした．マ
イクロシリンジを用いて検液 5 L を HPLC に注入し，クロマトグラムを測
定した．試料溶液は，必要に応じて DBBQ を含むメタノール -水 -リン酸
（65:35:0.5, v/v/v）混液で適宜希釈した．  
 
 
1-3 実験結果  
 
1-3-1 アリストロキア酸の電気化学検出 HPLC 条件の最適化  
 
HPLC-ECD の測定条件において，AA1 と AA2 を特異的かつ高感度に検出
できる印加電位を選定するためにハイドロダイナミックボルタモグラムを
測定した．5.0 g/mL の AA1 と AA2 の標準溶液を HPLC-ECD に注入し，各
電位におけるクロマトグラムを測定し，得られた AA1 と AA2 のピーク高さ
を印加電位に対してプロットした．Fig. 1-4 のハイドロダイナミックボルタ
モグラムが示すように，-0.3 V vs. Ag/AgCl より負電位を印加するとクロマト
グラム上に AA1 と AA2のピークが観察された．印加電位を -0.6 V vs. Ag/AgCl
より負電位に設定すると AA1 のピーク高さは大きく変化しなかったが，AA2
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のピーク高さは増加した．しかし，ベースラインノイズレベルも増加した．
よって，シグナル／ノイズ比（S/N 比）が最も良好であった -0.7 V vs. Ag/AgCl
を印加電位に決定した．p-ニトロフェノールの電極還元反応のメカニズムを
考慮すると， -0.7 V vs. Ag/AgCl 付近では，4 電子・4 プロトンが関与する電
極反応（Fig. 1-2）が進行したと考えられた．  
つぎに，AA1 と AA2 を良好に分離するために，移動相中のメタノールと
水の組成比および流速を検討した．HPLC の分離モードは，ODS カラムを用
いた逆相分配であるので，移動相中のメタノールの割合を大きくすると AA1
と AA2 の保持時間が短くなり，各々のピークが近接した．また，流速を速
くした場合も AA1 と AA2 の保持時間が短くなり，各々のピークが近接した．
AA1 と AA2 のピークの分離と測定時間を考慮した結果，移動相はメタノー
ル -水 -リン酸（65:35:0.5, v/v/v），流速は 25 L/min を選定した．また，カラ
ム温度は 40℃に設定した．   
 
 
 
Fig. 1-4   Hydrodynamic voltammograms of aristolochic acids I and II.  
HPLC conditions used were: column, microbore ODS column (Capcell Pak 
UG-120, 150 x 1.0 mm i.d., 3 m); column temperature, 40℃ ; mobile phase, 
methanol-water-phosphoric acid (65:35:0.5, v/v/v); flow rate, 25 L/min.   A 
standard mixture (5 L) of aristolochic acids I (AA1) and II (AA2) was injected 
into HPLC-ECD at each concentration of 5.0 g/mL.   
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1-3-2 アリストロキア酸の電気化学検出 HPLC の分析能パラメータ  
 
最適化した HPLC 条件下において，10.0 g/mL の AA1 と AA2 の標準溶液
を HPLC-ECD に注入し，クロマトグラムを測定した．Fig. 1-5 に示すように
クロマトグラム上には，AA2, AA1, DBBQ（ IS）のピークが，それぞれ 10.6, 13.8, 
20.2 min に観察された．AA2 と AA1 のピークの分離度は 3.6，AA1 と DBBQ
のピークの分離度は 5.9 であり，各成分由来のピークを明瞭に分離すること
ができた．  
Table 1-2 には，本法の分析能パラメータとして，範囲，直線性，併行精度，
検出限界，定量限界を示した．AA1 と AA2 のピーク高さは，10 ng/mL～50 
g/mL の範囲で相関係数（ r）0.997 以上の良い直線性を示し，AA1 と AA2
の検出限界（S/N = 3）は，それぞれ 3.4 ng/mL（17 pg on column） , 3.1 ng/mL
（16 pg on column），であった．5.0 g/mL の AA1 と AA2 の標準溶液につき
6 回の繰り返し測定を行ったところ，ピーク高さの RSD（n = 6）は，それぞ
れ 2.2%, 2.3%であった．  
 
 
Fig. 1-5   Chromatograms of standard solution of AA1 and AA2 obtained by 
HPLC-ECD. 
HPLC conditions used were: column, microbore ODS column (Capcell Pak 
UG-120, 150 x 1.0 mm i.d., 3 m); column temperature, 40℃ ; mobile phase, 
methanol-water-phosphoric acid (65:35:0.5, v/v/v); flow rate, 25 L/min.   
Peaks: AA2, aristolochic acid II; AA1, aristolochic acid I; IS, DBBQ as an internal 
standard.  A standard mixture (5 L) of AA1 and AA2 was injected into 
HPLC-ECD at each concentration of 10 g/mL.      
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Table 1-2.   Validation characteristics of the present HPLC-ECD for determining 
AA1 and AA2. 
 
Analyte Range  
(g/mL) 
Linearity 
(r ) 
Repeatability  
(% RSD, n = 6) 
Quantification 
limit  
(ng/mL) 
Detection  
limit  
(ng/mL) 
AA1 0.01 - 50 0.997 2.2 10 3.4 
AA2 0.01 - 50 0.999 2.3 10 3.1 
 
 
1-3-3 ボウキ中のアリストロキア酸定量  
 
アリストロキア酸を含有するボウキを試料とし，本法の生薬分析における
有用性と実用性について明らかにすることとした．  
第 1 章（1-2-3）の手順に従ってボウキの HPLC 用検液を調製し，その 5 L
を HPLC-ECD に注入したところ，Fig. 1-6A のクロマトグラムが得られた．
クロマトグラム上に AA1 と AA2 のピークが観察され，各々のピークは，ク
ロマトグラム上の他の Unknown ピークと良好に分離されていた．DBBQ を
IS とした内標準法で，ボウキ中の AA1 と AA2 を定量した．Table 1-3 に示し
た定量結果の通り，ボウキ中には AA1 が 591.6 g/g，AA2 が 1412.2 g/g 含
有されていた．繰り返し測定を行って室内再現精度（n = 5）を評価したとこ
ろ，RSD は 2.5%以下であり，添加回収試験（n = 5）を行って回収率を求め
たところ，98.7%以上であり，その RSD は 2.0%以下と良好な結果を得た．  
さらに，アリストロキア酸の HPLC-ECD の特異性について，日局 16 改正
のサイシンの純度試験（AA1）に準拠した HPLC-UV との対比によって評価
した．ボウキの HPLC 用検液を HPLC-UV に注入して得たクロマトグラムを
Fig. 1-6B に示した．Fig. 1-6A のクロマトグラムと比較して，AA1 と AA2 の
ピークの近傍に多くの Unknown ピークが観察された．HPLC-ECD の方が，
AA1 と AA2 の特異的な検出に有利であることが分かった．  
HPLC-UV による AA1 と AA2 の定量結果は，AA1 が 602.6 g/g，AA2 が
1384 g/g であった．HPLC-ECD と HPLC-UV の両法より得た定量結果は，互
いによく一致していた．繰り返し測定を行って室内再現精度（n = 5）を評価
したところ，RSD は 3.0%以下であり，添加回収試験（n = 5）を行って回収
率を求めたところ，97.7%以上であり，その RSD は 3.9%以下と良好な結果
を得た．室内再現精度は HPLC-ECD の方が，HPLC-UV に比べて優れていた．  
以上の結果より，HPLC-ECD は真度と精度に優れ，生薬分析に適用できる
ことが示された．  
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Fig. 1-6   Chromatograms of Radix Aristolochiae Fangchi  obtained by (A) 
HPLC-ECD and (B) HPLC-UV in the Japanese Pharmacopoeia. 
Peaks: AA2, aristolochic acid II; AA1, aristolochic acid I; IS, DBBQ as an internal 
standard.   (A) HPLC-ECD conditions were as in Fig. 1-5.   (B) HPLC-UV 
conditions used were: column, ODS column (Mightysil ODS, 150×4.6 mm i.d., 3 
m） ; column temperature, 25℃ ; mobile phase, 50 mmol/L NaH2PO4-acetonitrile 
(11:9, v/v); flow rate, 1.0 mL/min.   Test solution of Radix Aristolochiae 
Fangchi (20 L) was injected into HPLC-UV.  
 
 
Table 1-3   Contents of aristolochic acids I (AA1) and II (AA2) in Radix 
Aristolochiae Fangchi  studied and recovered from these herbal medicines spiked 
with AA1 and AA2 standards.  
 
Method Analyte 
Content (n = 5)  Recovery (n = 5) 
Amount  
(g/g) 
RSD  
(%) 
 
Added  
amount  
(g/g) 
Recovery  
(%) 
RSD  
(%) 
HPLC-ECD AA1 591.6 2.5  600 98.7 2.0 
AA2 1412.2 2.1  1500 99.1 2.0 
HPLC-UV AA1 602.6 2.7  600 97.7 3.5 
AA2 1384.2 3.0  1400 100.3 3.9 
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1-3-4 アリストロキア酸含有に注意を要する生薬への混入監視の実践  
 
1-3-4-1 サイシンへのアリストロキア酸の混入監視  
日局サイシン（細辛）は，ウスバサイシン Asiasarum sieboldii F. Maekawa
ま た は ケ イ リ ン サ イ シ ン  Asiasarum heterotropoides  F. Maekawa var. 
mandshuricum F. Maekawa（Aristolochiaceae）の根および根茎であり，これに
はアリストロキア酸は含有されない．しかし，中国などでは，アリストロキ
ア酸を含有する可能性のある地上部を含めた全草が生薬として流通してい
る  [42]．実試料の中国産サイシンにおいてアリストロキア酸含有の有無の確
認に本法が適用可能か検討した．  
第 1 章（1-2-3）の手順に従ってサイシンの HPLC 用検液を調製し，その 5 
L を HPLC-ECD に注入してクロマトグラムを測定した．得られたクロマト
グラムを Fig. 1-7A に示した．クロマトグラム上に AA1 と AA2 のピークが
観察された．本法をサイシン中の AA1 と AA2 の定量へ応用し，その結果を
Table 1-4 に示した．サイシン中には AA1 が 22.3 g/g，AA2 が 22.4 g/g 含
有されていた．繰り返し測定を行って室内再現精度（n = 5）を評価したとこ
ろ，RSD は 2.4%以下であり，添加回収試験（n = 5）を行って回収率を求め
たところ，98.3%以上であり，その RSD は 1.9%以下と良好な結果を得た．   
 
 
 
 
Fig. 1-7   Chromatograms of (A)  Radix et Rhizoma Asari , (B) Caulis Akebiae, 
and (C) Radix Aucklandiae obtained by HPLC-ECD. 
HPLC-ECD conditions were as in Fig. 1-5.   Peaks: AA2, aristolochic acid II; 
AA1, aristolochic acid I; IS, DBBQ as an internal standard.    
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Table 1-4   Contents of aristolochic acids I (AA1) and II (AA2) in Radix et 
Rhizoma Asari studied and recovered from these herbal medicines spiked with 
AA1 and AA2 standards. 
 
Analyte 
Content (n = 5)  Recovery (n = 5) 
Amount  
(g/g) 
RSD  
(%) 
 
Added amount  
(g/g) 
Recovery  
(%) 
RSD  
(%) 
AA1 22.3 2.0  25 99.5 1.8 
AA2 22.4 2.4  25 98.3 1.9 
 
 
 
 
1-3-4-2 モクツウへのアリストロキア酸の混入監視  
日局モクツウ（木通）は，アケビ Akebia quinata Decaisne またはミツバア
ケビ Akebia trifoliata  Koidzumi（Lardizabalaceae）のつる性の茎を，横切りし
たものであり，この基原植物はアリストロキア酸を含有しない．しかし，中
国では，木通と記載されていても関木通あるいは淮木通が用いられることが
ある．関木通の基原植物はキダチウマノスズクサ  Aristolochia manshuriensis  
Kom，淮木通の基原植物はオオバウマノスズクサ  Aristolochia kaempferi  
Willd.であり，これらはアリストロキア酸を含有する  [42]．  
実試料の中国産モクツウにおいてアリストロキア酸含有の有無の確認に
本法が適用可能か検討した．モクツウの HPLC 用検液を HPLC-ECD に注入
し，得られたクロマトグラムを Fig. 1-7B に示した．クロマトグラム上には
AA1 と AA2 のピークは観察されなかった．  
 
1-3-4-3 モッコウへのアリストロキア酸の混入監視  
日局モッコウは，Saussurea lappa Clarke（Compositae）の根であり，この
基原植物はアリストロキア酸を含有しないが，中国などではアリストロキア
酸を含有する青木香（ウマノスズクサ  Aristolochia debilis Sieb. et Zucc.）が
木香として用いられることがある  [42]．  
実試料の中国産モッコウにおいてアリストロキア酸含有の有無の確認に
本法が適用可能か検討した．モッコウの HPLC 用検液を HPLC-ECD に注入
し，得られたクロマトグラムを Fig. 1-7C に示した．クロマトグラム上には
AA1 と AA2 のピークは観察されなかった．  
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1-4 考察  
 
電解還元によってアリストロキア酸を検出する電気化学検出 HPLCの感度
を評価するために，本法と既報のアリストロキア酸の HPLC およびキャピラ
リー電気泳動（CE） [43-47,58] について検出限界を指標にして対比した
（Table 1-5）．本法は，LC-MS/MS を除く既報の分析法に比べて高感度であ
ることが分かった．  
今回，マイクロボアカラムを使用したアリストロキア酸の HPLC-UV およ
び HPLC-FL の報告がないため，内径 4.6 mm のコンベンショナルカラムを使
用した HPLC-UV および HPLC-FL を Table 1-5 に挙げて対比した．一般に，
HPLC-UV および HPLC-FL においてコンベンショナルカラム（内径 3.0～6.0 
mm）からマイクロボアカラム（内径 1.0～2.1 mm）へ替える場合，カラムに
対する試料負荷量を低減するために試料注入量を低減する必要がある（例え
ば，20 L から 5 L へ低減）．これによって HPLC-UV [59-61] および HPLC-FL 
[62-63] では，注入した物質量換算の検出限界を約 10 倍向上できる  [59]．仮
に，既報の HPLC-UV および HPLC-FL において内径 1.0 mm のマイクロボア
カラムを使用した場合，上述の理由から検出限界は約 10 倍程度向上すると
予想される．従って，カラム内径のダウンサイズイングを加味した場合，本
法の検出感度は HPLC-UV より優れ，HPLC-FL とは同程度と予想される．
HPLC-ECD を用いた本法は，LC-MS や LC-MS/MS と同等の感度を確保でき
ることが分かった．HPLC-ECD は，LC-MS や LC-MS/MS と比べて装置およ
びその維持費は極めて安価であり，分析装置自体の小型化も容易であること
から，装置導入において利点があると考えられる．  
本法の特異性を評価するために，本法と日局の純度試験（ AA1）用
HPLC-UV より得たボウキのクロマトグラムを対比した．HPLC-UV に比べ，
本法より得たクロマトグラム上のピークの数は顕著に少なかった．さらに，
AA1 と AA2 のピークの近傍に Unknown ピークは観察されなかった．日局の
サイシンの純度試験（AA1）の適否の判定は，以下のように行われる．  
「アリストロキア酸Ⅰに対応する保持時間にピークを認めた場合は条件を
変更して分析し，このピークがアリストロキア酸Ⅰでないことを確認する．」 
本法は，電解還元によってアリストロキア酸の特異的な検出が可能である
ことから，適否の判定に要する分析時間も短縮でき，グリーンケミストリー
の観点からも多くの利点が見出せると考えられる．  
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Table 1-5   Detection limit of AA1 by various methods.  
 
Method Column  
(size, length x inter diameter)  
Injection  
volume (L) 
Detection  
limit  
Ref. 
The present 
HPLC-ECD 
 
ODS (150 mm x 1.0 mm) 5 17 pg －  
HPLC-UV ODS (250 mm x 4.6 mm) 20 4.0 ng [43] 
LC-MS ODS (250 mm x 4.6 mm) 10 1.1 ng [44] 
LC-MS ODS (150 mm x 2.1 mm) 1 20 pg [45] 
LC-MS/MS ODS (50 mm x 2.1 mm) 0.5 5.0 pg [46] 
HPLC-FL ODS (250 mm x 4.6 mm) 20 220 pg [47] 
CE-ECD Fused silica uncoated capillary  
(400 mm x 25 m) 
－ a 13 ng/mL [58] 
a Because the injection volume was not described in the literature, the detection 
limit of AA1 was shown as unit of concentration.  
 
 
アリストロキア酸の含有に注意を要する生薬への混入監視における本法
の有用性を示すために，中国産のサイシン，モクツウ，モッコウを用いて実
分析を実施した．日局適合品のサイシンならば，AA1 は検出されない．しか
し，今回得たクロマトグラム上には AA1 と AA2 のピークが観察された．よ
って，本研究で分析したサイシンには，ウスバサイシンまたはケイリンサイ
シンの地上部が混入している可能性が高いことが示唆された．  
モクツウとモッコウについては，AA1 と AA2 のピークが観察されなかっ
た．そこで，HPLC-ECD における AA1 と AA2 の検出限度値について，日局
サイシンの純度試験（AA1）に用いる HPLC-UV のシステム適合性試験（検
出の確認）を基にして考察した．日局サイシンの純度試験（AA1）に用いる
HPLC-UV のシステム適合性試験（検出の確認）は次のように定められ，
HPLC-UV における AA1 の検出限界について試験する．  
「システム適合性 検出の確認：標準溶液 1 mL を正確に量り，薄めたメタ
ノール（3→4）を加えて正確に 10 mL とする．この液 20 L を正確にとり，
上記の条件で操作するとき，アリストロキア酸Ⅰのシグナル S とノイズ N
との比（S/N 比）は 3 以上である（以下略）．」  
本試験で用いる標準溶液中の AA1 の濃度は 400 ng/mL であるので，純度
試験では AA1 の検出限界が 40 ng/mL の HPLC-UV の使用が定められている
ことになる．従って，純度試験の手順と AA1 の検出限界を考慮すると純度
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試験（AA1）では，サイシン中の AA1 が 1.0 g/g 以下であることを確認して
いることとなる．この値は，次式より算出した．  
 
 
 
HPLC-ECD の AA1 の検出限界は 3.4 ng/mL であった．従って，日局に準拠
した AA1 の純度試験を実施した場合，生薬中の AA1 含量が 85 ng/g 以下か
否かが確認可能である．また，AA2 の検出限界は 3.1 ng/mL であるので，生
薬中の AA2 含量が 78 ng/g 以下か否かが確認可能である．従って，モクツウ
およびモッコウ中の AA1 含量は 85 ng/g 以下，AA2 含量は 78 ng/g 以下であ
ることが分かった．これらの検出限度値は，日局の HPLC-UV と比較して約
10 倍高感度であり，従来の純度試験（AA1）と比較して，より厳重な混入監
視が可能であると考えられる．  
 
 
1-5 小括  
 
本章では，電解還元に基づく HPLC-ECD を用いたアリストロキア酸の定
量法を開発し，本法を中国産の生薬を試料とした実分析へ応用することで，
アリストロキア酸の混入の監視に適用できることを明らかにした．  
本法は，既に報告されているアリストロキア酸の HPLC-UV [43], LC-MS 
[44,45], HPLC-FL [47]に比べて高感度であり，また，ボウキとサイシン中の
AA1と AA2の定量分析において真度と精度に優れることを示した．さらに，
本法は，日局の純度試験用 HPLC-UV に比べ，アリストロキア酸の特異的な
検出に有利であることを示した．  
本法の AA1 の検出限界は 3.4 ng/mL，AA2 の検出限界は 3.1 ng/mL であり，
日局の HPLC-UV と比較して高感度であった．従来の純度試験（AA1）と比
較して，より厳重な混入監視が可能であることが分かった．  
本法は，電解還元によってアリストロキア酸を高感度，特異的，高精度に
定量できるので，基原植物や生薬に比べてアリストロキア酸含量が低値にな
ることが予想される漢方製剤，生薬製剤，サプリメント，健康食品等に対す
る AA1 と AA2 の混入監視にも適用可能と考えられる．  
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第 2 章 キノンの還元前置波によるバルプロ酸の電気化学検出 HPLC と血中
の薬物動態分析への応用  
 
2-1 緒言  
 
我が国ではバルプロ酸（VPA, valproic acid, 
Fig. 2-1）は，各種てんかん（小発作，焦点発
作，精神運動発作，混合発作）および躁病，
躁うつ病における躁状態の治療などの精神科
薬物療法に幅広く用いられる  [64]． FDA では，
単純欠神発作，複雑欠神発作，双極性障害Ⅰ型（BP-I）（躁状態，成人のみ），
片頭痛の予防（成人のみ），双極性障害Ⅱ型（BP-II）および特定不能の双極
性障害（BP-NOS）における急性期の治療に使用され，成人，小児科ともに
BP-I, BP-II および BP-NOS の維持期にも使用される  [65]．VPA による治療
中は，視床下部の機能低下  [66]，肝臓でのインスリン代謝の阻害  [67]，膵
β細胞のインスリン分泌機能不全  [68,69]，また血中遊離脂肪酸（FFA）の上
昇  [70-72] が生じることが報告されている．また，VPA に起因すると考えら
れている体重増加および血中インスリンの上昇が起こることから，VPA を用
いる薬物療法は，代謝および内分泌障害を伴い，肥満になりやすい傾向があ
る  [73-76]．  
VPA の副作用の機序，代謝については様々な報告があり，見解が異なる場
合がある．例えば，糖摂取時の血中 VPA 濃度は空腹時 VPA 濃度より低下す
るという報告  [77] と，血中濃度は食事により影響を受けないという報告が
ある  [78]．代謝についても同様である．VPA はいわゆる分岐脂肪酸である
ので，β酸化を受けて代謝される．その際，血中 FFA のβ酸化を阻害すると
いう報告  [79-81] とこれとは逆に促進するという報告がある  [82]．しかし，
糖尿病患者における VPA と FFA の相互作用に関する報告はない．  
これらの報告を考慮すると，VPA を用いる薬物療法は，糖脂質代謝に直接
的な影響を及ぼす可能性がある．従って，VPA と糖脂質代謝の相互作用につ
いての見解を明確にするためには，血中 VPA，FFA に対して，同時かつ詳細
な体内動態が把握できる分析法が必要である．   
血中 VPA 測定の従来法として，HPLC-UV [83]，HPLC-FL [84]， LC-MS [85]，
ガスクロマトグラフィー（GC）[86,87] がある．しかし，VPA は吸光特性を
持たないため HPLC-UVおよび HPLC-FLで高感度検出をするためにはプレカ
ラムあるいはポストカラム方式の誘導体化操作が必要である．また，VPA は
揮発しにくいため GC-FID による分析では，トリメチルシリル化剤を用いた
誘導体化を行い，VPA をメチルエステル体にしてから分析する必要がある．
 
Fig. 2-1  
Structure of valproic acid. 
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さらに，血液などの生体試料分析の際には，分析装置の汚染を防ぐために充
分なクリーンアップを行う必要があり，試料の前処理操作が煩雑になる場合
が多い．  
電気化学検出法の測定対象は酸化還元物質であり，分岐脂肪酸である VPA
は，電極不活性物質である．従って，VPA を直接酸化または還元して電気化
学検出することは困難である．一方，カルボン酸の HPLC-ECD として，電
極活性部位を有する誘導体化試薬を用いてプレカラム誘導体化の後に検出
する方法  [88,89] やパルスドアンペロメトリー検出による方法  [90] などが
あるが，誘導体化を含めた前処理操作や装置構成とその取り扱い等が煩雑で
あるため，薬物動態分析への適用は困難である．  
1968 年に高村らはポーラログラフィーによって，キノンの電解還元時に微
量の酸が共存すると還元前置波が生じることを発見し  [91]，これを発端に，
1994 年に楠らはグラッシーカーボン電極を用いたボルタンメトリーによる
脂肪酸の電気化学的定量法を開発した  [25,92]．キノンの還元前置波に基づ
く電気化学検出法は，酸への特異性が高く，高感度検出が可能である．  
そこで本研究では，Fig. 2-1 に示すようにカルボキシル基を有する VPA に
ついても，キノンの還元前置波を利用した電気化学検出による酸測定ができ
ると考え，生体試料分析のために簡便な前処理方法と特異性の高い方法の確
立を意図して，VPA の高感度 HPLC-ECD を構築することとした．  
さらに，本研究では VPA の HPLC-ECD による薬物動態分析とともに，血
中 FFA の動態分析もできれば，糖脂質代謝調節を in vivo で観察できる複合
動態解析法として展開できると考えた．そこで，キノンの還元前置波に基づ
く FFA の HPLC-ECD も構築した．本法が，血中 VPA と FFA の時間－濃度プ
ロファイルの取得，VPA の薬物動態（PK）パラメータの算出に適用できる
ことを明らかにすることとした．  
 
 
2-2 キノンの還元前置波に基づく酸測定  
 
キノン化合物は，ポーラログラフィーの分野で早くから研究されてきた物
質であり，キノン－ハイドロキノン型の可逆的電極反応における様々な電気
化学的挙動が明らかにされている  [93-95]．キノン化合物のポーラログラム
を種々の溶媒中で測定するとき，一般に明瞭な還元波が観察され，波形，波
高などはキノンの種類，溶媒，共存物質により変化することが知られている  
[96]．  
一方，プラスチックフォームドカーボン（PFC, plastic formed carbon）電極
のような炭素電極を作用電極に用いたボルタンメトリーにおいてもキノン
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化合物（Q）を非緩衝なプロトン性溶媒中（HB，水，エタノールなど）で電
解還元するとき，式（1）の電極反応が進行し，ボルタモグラム上に 1 段の
還元波が生じる（Fig. 2-2，曲線 a）．  
 
Q ＋ HB ＋ e－    QH ＋ B－    （1）  
 
この溶液の電解還元を微量の酸（HA）の共存下で行うと，式（2）の電極
反応が進行し，キノンの還元波よりも正電位側に新たな還元波（還元前置波）
が現れる（Fig. 2-2, 曲線 b）．  
 
Q ＋ HA ＋ e－    QH ＋ A－    （2）  
 
還元前置波の出現は，溶媒よりプロトン供与性の高い酸（Fig. 2-2 では塩
酸）からキノンへのプロトン供与が起こり，溶媒のみの時より低エネルギー
側，すなわち正電位側で電解還元が進行したためと考えている．還元前置波
の波高は（Fig. 2-2, iH），酸の濃度に比例する．従って，還元前置波の波高の
計測によって酸の定量が可能となる．さらに，還元前置波の出現電位は，酸
の強弱と関係がある．すなわち，pKa が小さい酸由来の還元前置波ほど，よ
り正電位に出現する．  
酸の測定に用いることができるキノン化合物には，還元波と還元前置波が
明確に区別できること，常温で安定であること，有機溶媒と水の混液へ比較
的溶解しやすいこと等の条件に満たすものを選定する必要がある．本研究に
は，3,5-di-tert-buty1-1,2-benzoquinone（DBBQ）を用いた．  
 
 
2-3 実験材料と実験方法  
 
2-3-1 ボルタンメトリー装置  
 
ボルタンメトリー装置には，ポテンショスタット／ファンクションジェネ
レーター（HAB-151，北斗電工製），記録計（3036，横河電機製）を使用し
た．電解セルは，50 mL の容量のビーカー型ガラス製容器と，PFC を作用電
極，Ag/AgCl を参照電極，白金線を対極とする 3 電極を使用した．キノンを
含む支持電解質溶液（キノン試薬溶液）には，3 mmol/L DBBQ と 50 mmol/L 
過塩素酸リチウムを含むエタノール－水（80:20, v/v）を用いた．キノン試薬
溶液に VPA を溶解して試料溶液を調製し，その 20 mL を電解セルに加えて
ボルタモグラムを測定した．走査速度は，20 mV/s に設定した．   
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Fig. 2-2   Voltammograms of 4.0 mmol/L DBBQ in the (a) absence and (b) 
presence of 2.0 mmol/L hydrochloric acid in ethanol -water (50:50, v/v) 
containing 50 mmol/L NaCl.  PFC, Ag/AgCl, and Pt were used as 
working, reference, and counter electrodes, respectively.   Scan rate 
was set at 10 mV/s. 
 
 
2-3-2 バルプロ酸の電気化学検出 HPLC 
 
キノンの還元前置波を活用した酸測定をフロー型の検出部として HPLCに
組み込むには，移動相とカラムからなる分離系にキノン試薬溶液をポストカ
ラム方式で合流させる 2 流路系のシステムが有用と考えた．そこで，Fig. 2-3
に示すように，デガッサー（DG-980-50, 日本分光製），ポンプ（301 M，フ
ロム製），サンプルインジェクター（7725, レオダイン製），マイクロボアカ
ラム（Develosil C30-UG-3, 250 mm×1.0 mm i.d., 3m, 野村化学製），カラム
オーブン（CTO-10ASvp, 島津製作所製），電気化学検出器（LC-4C, BAS 製）
を用いて構築した．  
フロー型電解セル（ラジアルフローセル，BAS 製）の作用電極はグラッシー
カーボン（円盤型：直径  6 mm），参照電極は Ag/AgCl，対極はステンレスを
用いた．  
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移動相はアセトニトリル－水（70:30, v/v），キノン試薬溶液は 6 mmol/L 
DBBQ と 20 mmol/L LiClO4 を含むアセトニトリル－水（70:30, v/v）を使用し
た．カラム温度は 30℃，移動相の流速は 30 L/min，キノン試薬溶液の流速
は 60 L/min，印加電位は -0.15 V vs. Ag/AgCl，試料注入量は 5 L とした．  
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-3  Block diagram of the HPLC-ECD system. 
MP, Mobile phase; QS, quinone solution; DG, degasser; P 1 and P2, pumps; S, 
sample injector; column, reversed-phase C30 column (Develosil C30-UG-3, 250 
mm x 1.0 mm i.d., 3 m); D, electrochemical detector, electrochemical cell and 
potentiostat; R, recorder.  For the determination of VPA, an acetonitrile -water 
(70:30, v/v) mixture and one containing 6 mmol/L DBBQ and 20 mmol/L LiClO 4 
served as a MP and QS, respectively.   For the determination of FFA, 
acetonitrile-ethanol (90:10, v/v) mixture and one containing 6 mmol/L DBBQ 
and100 mmol/L LiClO4 served as a MP and QS, respectively.  
 
 
 
2-3-3 遊離脂肪酸の電気化学検出 HPLC 
 
FFA の場合も，移動相とカラムからなる分離系にキノン試薬溶液をポスト
カラム方式で合流させる 2 流路系のシステムを構築した．  
Fig. 2-3 と同様に，デガッサ （ーDG-980-50, 日本分光製），ポンプ（301 M，
フロム製），サンプルインジェクター（7725, レオダイン製），マイクロボア
カラム（Develosil C30-UG-3, 250 mm×1.0 mm i.d., 3m, 野村化学製），カラ
ムオーブン（CTO-10ASvp, 島津製作所製），電気化学検出器（LC-4C, BAS
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製）を用いて構築した．  
フロー型電解セル（ラジアルフローセル，BAS 製）の作用電極はグラッシー
カーボン（円盤型：直径  6 mm），参照電極は Ag/AgCl，対極はステンレスを
用いた．  
移動相はアセトニトリル－エタノール（90:10, v/v），キノン試薬溶液は 6 
mmol/L DBBQ と 100 mmol/L LiClO4 を含むアセトニトリル－エタノール
（90:10, v/v）を使用した．カラム温度は 30℃，移動相の流速は 30 L/min，
キノン試薬溶液の流速は 60 L/min，印加電位は -0.09 V vs. Ag/AgCl，試料注
入量は 5 L とした．  
 
2-3-4 実験動物とバルプロ酸ナトリウム投与  
 
本法の血中 VPA 定量への適用と，BG の変化に伴う VPA と FFA の複合動
態解析への適用を検討するために，健常ラット，マルトースを一定時間毎に
複数回投与した健常ラット（マルトース負荷ラット），アロキサンを投与し
て作成した 1 型糖尿病モデルラット（糖尿病ラット）の各々のラットにバル
プロ酸ナトリウム（VP-Na）を経口投与した．第 2 章のすべての動物実験は，
東京薬科大学「実験動物ガイドライン」に基づいて充分な倫理的な配慮の下
で実施した．  
 
2-3-4-1 健常ラット  
16 時間絶食した Wistar 系雄性ラット（8 週齢）に，水に溶かした VP-Na
（150 mg/kg）を経口投与し，経時的に約 50 L の血液を尾静脈より採血し
た．  
 
2-3-4-2 マルトース負荷ラット  
16 時間絶食した Wistar 系雄性ラット（8 週齢）に，マルトース（1.8 g/kg）
と水に溶かした VP-Na（150 mg/kg）を経口投与し，経時的に約 50 L の血
液を尾静脈より採血した．マルトース（1.8 g/kg）は，１時間ごとに複数回
投与した．  
 
2-3-4-3 糖尿病モデルラット  
1 型糖尿病モデルラットとしてアロキサン糖尿病ラットを作成した．
Wistar 系雄性ラット（8 週齢）に，アロキサンを含む生理食塩水を 1 日 1 回
（2 日間），腹腔内投与（200 mg/kg）して作成した．16 時間絶食した糖尿病
ラットに，水に溶かした VP-Na の水溶液を経口投与し（150 mg/kg），経時的
に約 50 L の血液を尾静脈より採血した．  
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2-3-5 血糖値の測定方法  
 
血液約 50 L のうち，5 L の血液は，血糖自己測定（SMBG）用の血糖測
定器（グルコカード GT-1641, アークレイ製）による BG の測定に利用した．  
 
2-3-6 血中バルプロ酸および遊離脂肪酸測定のための血漿試料の前処理方
法  
 
各種ラットから採取した血液はヘパリンで処理をし，遠心分離（3000 r.p.m., 
10 min）して血漿を調製した．  
血中 VPA の測定には，10 L の血漿を使用した．血漿 10 L に，n-ノナン
酸（ IS）を含むアセトニトリル 0.1 mL を加えて除タンパクを行い，超音波
処理（1 min）と遠心分離（1500 g, 10 min）を行った．得られた上清を孔径
0.45 m のメンブレンフィルター（Ultrafree-MC, Bedford 製）でろ過をして
検液とした．マイクロシリンジを用いて検液 5 Lを VPA の HPLC に注入し，
クロマトグラムを測定した．  
血中 FFA の測定には，別の 10 L の血漿を使用した．血漿 10 L に，マル
ガリン酸（ IS）を含むアセトニトリル－エタノール混液，エーテルを加えて，
FFA をエーテル層に抽出した．エーテルによる抽出操作は 3 回繰り返し行っ
た．エーテル層を分取し，エバポレートした残渣にアセトニトリル－エタ
ノール（90:10, v/v）混液 40 L を加え，FFA を溶解させた．これを孔径 0.45 
m のメンブレンフィルター（Ultrafree-MC, Bedford 製）でろ過をして検液と
した．マイクロシリンジを用いて検液 5 L を FFA の HPLC に注入し，クロ
マトグラムを測定した．  
 
 
2-4 実験結果  
 
2-4-1 バルプロ酸由来のキノンの還元前置波  
 
VPA の HPLC-ECD の構築に先立って，キノンの還元前置波による VPA の
検出が可能かボルタンメトリーで検討した．  
VPA を含むキノン試薬溶液を電解セルに添加して，還元前置波の出現の有
無を検討したところ，Fig. 2-4 の曲線 b～e のように -0.15 V vs. Ag/AgCl 付近
に一段の明瞭な還元前置波を観測できた．還元前置波のピーク電流値と VPA
の濃度の相関を調べたところ，0.025～4.12 mmol/L の範囲で良好な直線性（r 
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= 0.998）を示した．このような電解液の組成における DBBQ の還元前置波
測定によって，VPA の定量が可能であることを明らかにした．  
HPLC-ECD の検出部としてキノンの還元前置波測定を活用する場合，還元
前置波の現れる電位に印加電位を設定してクロマトグラムを測定し，還元電
流を計測することで酸の定量が可能となる．   
 
 
 
Fig. 2-4   Voltammograms of 3 mmol/L DBBQ with (a) 0 mol/L (b) 50 mol/L 
(c) 75 mol/L (d) 100 mol/L (e) 150 mol/L valproic acid in ethanol-water 
(80:20, v/v) containing 50 mmol/L LiClO4.   PFC, Ag/AgCl, and Pt were used as 
working, reference, and counter electrodes, respectively.   Scan rate was set at 
20 mV/s.  
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2-4-2 バルプロ酸の電気化学検出 HPLC の最適化  
 
2-4-2-1 分離条件の選定  
キノンの還元前置波を利用した FFA の HPLC-ECD では  [97]，固定相に
ODS カラム，移動相にアセトニトリル―エタノール混液を用いて炭素数 16
～20 の FFA の分離定量を達成している．VPA の炭素数は 8 であり，カラム
内に保持させるためには，固定相の疎水性を高くし，移動相の極性を高くす
る必要がある．そこで，固定相にトリアコンチル基（C30）を修飾したシリ
カ系カラムを採用した．  
移動相に用いる溶媒は，溶媒の極性の指標となる Hildebrand の溶解パラ
メータ（δ）に基づき，アセトニトリルおよびエタノールに比べてδ値が大
きい水を利用することとした．移動相としてエタノール－水混液系を用いた
ところ，VPA はカラムに保持されず，移動相の極性が充分に高くないことが
分かった．そこで，アセトニトリル―水混液系を用いたところ，VPA はカラ
ムに保持された．VPA の分離定量に最適なアセトニトリル－水の溶媒組成に
つき，保持時間とピーク高さを考慮して検討したところ，アセトニトリル－
水（70:30, v/v）混液を選定した．  
カラム温度，移動相の流速についても，保持時間とピーク高さを考慮して
検討したところ，カラム温度は 30℃，移動相の流速は 30 L/min に設定した．  
 
2-4-2-2 検出条件の選定  
キノン試薬溶液の溶媒には，移動相と同じアセトニトリル－水（70:30, v/v）
混液とすれば，ポストカラム方式で移動相にキノン試薬溶液を混合する際，
混合による脈流ノイズの影響が少なくなる．また，アセトニトリル（25℃）
における DBBQ のモル溶解度は約 60 mmol/L であった．DBBQ が流路に析出
しないように考慮して，DBBQ の濃度は 6 mmol/L とした．  
キノン試薬溶液には支持電解質も溶解させ，導電性を確保することとした．
有機溶媒の割合が多い移動相とキノン試薬溶液を使用することから，支持電
解質として過塩素酸リチウムを選んだ．また，その濃度は溶液抵抗を考慮し
て決定した．過塩素酸リチウムの濃度が薄すぎるとバックグラウンドノイズ
が大きくなる傾向があり，一方，濃すぎると流路やフロー電解セル内で塩が
析出する可能性がある．以上より，キノン試薬溶液として 6 mmol/L DBBQ
と 20 mmol/L 過塩素酸リチウムを含むアセトニトリル－水（70:30, v/v）溶
液を選定した．  
次に，還元前置波による VPA 検出の印加電位を選定するためにハイドロ
ダイナミックボルタモグラムを測定した．Fig. 2-5 のハイドロダイナミック
ボルタモグラムが示すように，+0.3 V vs. Ag/AgCl より負電位を印加すると
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クロマトグラム上に VPA のピークが観察された．-0.15 V vs. Ag/AgCl のとき
に最大のピーク電流値が得られた．印加電位をより負電位にするとピーク電
流値が低下した．従って，S/N 比が最大となった -0.15 V vs. Ag/AgCl を VPA
のクロマトグラム測定における印加電位として決定した．  
キノン試薬溶液の流速につき，保持時間とピーク高さを考慮して検討した
ところ，ピーク高さが最大となった 60 L/min をキノン試薬溶液の流速とし
て設定した．   
 
 
 
  
 
Fig. 2-5   Hydrodynamic voltammogram of valproic acid.  
HPLC conditions used were: column, Develosil C30-UG-3 (250 mm×1.0 mm i.d., 
3m); column temperature, 30℃ ; mobile phase, acetonitrile-water (70:30, v/v); 
quinone solution, acetonitrile-water (70:30, v/v) containing 6.0 mmol/L DBBQ 
and 20 mmol/L LiClO4; flow rate of mobile phase, 30 L/min; flow rate of 
quinone solution, 60 L/min.    A standard mixture (5 L) of valproic acid was 
injected into HPLC-ECD at concentration of 14.4 g/mL. 
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2-4-3 バルプロ酸の電気化学検出 HPLC の分析能パラメータ  
 
最適化した条件下で測定した VPA のクロマトグラムを Fig. 2-6A に示した．
クロマトグラム上に VPA と IS である n-ノナン酸のピークをそれぞれ 8.7 min
と 11.0 min に観察できた．VPA と n-ノナン酸の分離度は 2.84 であり，良好
に分離することができた．  
直線性を評価するために，0.14, 0.36, 0.72, 1.08, 1.44, 3.60, 7.20, 10.8, 14.4, 
18.0 g/mL VPA と 7.91 g/mL n-ノナン酸を含む標準溶液をそれぞれ調製し，
クロマトグラムを測定した．横軸に標準溶液中の VPA 濃度，縦軸に IS のピー
ク高さに対する VPA のピーク高さの比をプロットし，検量線を作成した．
0.36～14.4 g/mL の範囲で相関係数（ r ）が 0.999 の良好な直線性が得られ
た．また，3.60 g/mL の VPA 標準溶液について，10 回の繰り返し測定を行っ
たところ， IS のピーク高さに対する VPA のピーク高さの比の RSD は 2.0％
であった．検出限界（S/N = 3）は，0.11 g/mL（0.53 ng on column）であっ
た．本法は，VPA の血中濃度測定を行う上で，充分な感度，範囲，直線性，
精度を有することが分かった．  
 
2-4-4 ラット血中バルプロ酸定量への応用  
 
本法が，血中薬物濃度測定に適用できることを示すために，VP-Na 投与後
のラット血漿を試料とした実分析を行った．  
Fig. 2-6B のクロマトグラムが得られ，内標準法により血中 VPA を定量し
た結果を Table 2-1 に示した．投与 1 時間後のラット血中 VPA の濃度は，63.6 
g/mL であった．繰り返し測定を行い，室内再現精度を求めたところ，RSD
（n = 5）は 0.69%であった．また，添加回収試験を行ったところ，回収率は
90.8%であり，その RSD（n = 5）は 1.7%であった．以上のように，本法は，
血中 VPA を比較的簡便な前処理方法で定量することが可能であり，真度と
精度に優れる血中 VPA の分析法であることが分かった．  
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Fig. 2-6   Chromatogram of (A) a standard VPA (7.2 g/mL) and (B) a normal rat 
plasma at 1 hr after VPA-Na administration subsequent to 16 hr fasting.  
HPLC conditions used were: column, microbore C30 column (Develosil C30 -UG-3 
(250 mm × 1.0 mm i.d., 3m); column temperature, 30 ℃ ; mobile phase, 
acetonitrile-water (70:30, v/v); quinone solution, acetonitrile -water (70:30, v/v) 
containing 6.0 mmol/L DBBQ and 20 mmol/L LiClO 4; flow rate of mobile phase, 
30 L/min; flow rate of quinone solution, 60 L/min; applied potential, -0.15 V vs. 
Ag/AgCl.
  
Peaks: VPA, valproic acid; IS, n-nonanoic acid. 
  
 
 
Table 2-1   Concentration of valproic acid in rat plasma after oral administration 
of 150 mg/kg sodium valproate to normal rat  and recovery from the plasma spiked 
with valproic acid standard. 
 
Repeatability (n = 5)  Recovery (n = 5) 
Concentration (g/mL) RSD (%)  Spiked (g/mL) Recovery (%) RSD (%) 
63.6 0.69  64.9 90.8 1.7 
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2-4-5 遊離脂肪酸の電気化学検出 HPLC の分析能パラメータ  
 
2-3-3 に記載した HPLC 条件下で測定した FFA のクロマトグラムを Fig. 
2-7A に示した．クロマトグラム上にアラキドン酸（C20:4），リノール酸
（C18:2），オレイン酸（C18:1），パルミチン酸（C16:0），マルガリン酸（C17:0，
IS），ステアリン酸（C18:0）のピークはそれぞれ，10.3, 11.9, 14.9, 15.8, 19.0, 
23.3 min に観察され，それぞれのピークは良好に分離していることを確認し
た．FFA の溶出挙動について，次のようなことが分かった．飽和脂肪酸は
C16:0，C17:0，C18:0 の順に溶出し，炭素数が小さい脂肪酸が早く溶出した．
また，C18:2，C18:1，C18:0 の順に溶出し，炭素数が同じ場合，構造中の二
重結合が多い脂肪酸が早く溶出した．C18:1 の方が C16:0 より先に溶出した．
これらの結果より，この HPLC 条件における FFA の溶出挙動は，脂肪酸の炭
素数と構造中の二重結合の数が関係していると考えられた．  
ピーク高さは FFA 濃度と比例関係を示し，0.75～160 mol/L の範囲で相関
係数（r ）が 0.999 の良好な直線性が得られた．また，30 mol/L の FFA 標
準溶液について，10 回の繰り返し測定を行ったところ，FFA のピーク高さの
RSD は 2.0%以下であった．アラキドン酸，リノール酸，オレイン酸，パル
ミチン酸，ステアリン酸の検出限界（S/N = 3）は，それぞれ 0.23, 0.21, 0.18, 
0.19, 0.22 mol/L（それぞれ 1.15, 1.05, 0.90, 0.95, 1.10 pmol on column）であっ
た．本法は，血中 FFA を定量する上で，充分な感度，範囲，直線性，精度を
有することが分かった．  
 
2-4-6 ラット血中遊離脂肪酸定量への応用  
 
本法が，血中 FFA 測定に適用できることを示すために，16 時間絶食後の
ラット血漿を試料とした実分析を行った．Fig. 2-7B のクロマトグラムが得ら
れ，内標準法により血中 FFA を定量した結果を Table 2-2 に示した．繰り返
し測定を行い，室内再現精度を求めたところ，RSD（n = 5）は 2.9%以下で
あった．また，添加回収試験を行ったところ，回収率は 93.1～100％であり，
その RSD（n = 5）は 2.1％以下であった．  
以上のように，本法は，血中 FFA を比較的簡便な前処理方法で定量するこ
とが可能であり，真度と精度に優れる血中 FFA の分析法であることが分かっ
た．  
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Fig. 2-7   Chromatogram of (A) a standard FFA mixture of 30 mol/L of each 
FFA and (B) normal rat plasma after 16 hr fasting.   
HPLC conditions used were: column, Develosil C30-UG-3 (250 mm×1.0 mm i.d., 
3m); column temperature, 30℃ ; mobile phase, acetonitrile-ethanol (90:10, v/v); 
quinone solution, acetonitrile-ethanol (90:10, v/v) containing 6.0 mmol/L DBBQ 
and 100 mmol/L LiClO4; flow rate of mobile phase, 30 L/min; flow rate of 
quinone solution, 60 L/min; applied potential, -0.09 V vs. Ag/AgCl.  Peaks: a, 
arachidonic acid; b, linoleic acid; c, oleic acid; d, palmitic acid; e, margaric acid 
(IS); f, stearic acid.   
 
Table 2-2 Concentrations of FFAs in rat plasma and recoveries from the plasma 
spiked with FFA standards. 
 
 Repeatability (n = 5)  Recovery (n = 5) 
FFA 
Concentration 
 (mol/L) 
RSD 
 (%) 
 
Spiked 
 (mol/L) 
Recovery 
 (%) 
RSD 
 (%) 
Arachidonic 
acid 
10.7 2.9  10 93.1 2.0 
Linoleic acid 138.5 2.3  140 95.8 0.99 
Oleic acid 77.7 0.47  80 100 2.1 
Palmitic acid 122.0 1.9  120 96.8 2.1 
Stearic acid 55.3 2.6  60 96.4 0.58 
Plasma sample obtained from normal rat after 16-hr fasting.  
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2-4-7 バルプロ酸と遊離脂肪酸の複合動態解析の実践  
 
2-4-7-1 健常ラットの血中バルプロ酸と遊離脂肪酸の動態分析  
高血糖状態における血中 VPA の体内動態を時間－濃度プロファイルとし
て捉えるに先立ち，まずは健常ラットにつき，VP-Na 投与後の血中 VPA お
よび血中 FFA の時間－濃度プロファイルを解析することとした．  
健常ラットにおける BG，血中 VPA，血中総 FFAs，血中 FFA 分画の時間
－濃度プロファイルを Fig. 2-8（A-D）に示した．ここで，総 FFAs は今回測
定対象とした FFA（アラキドン酸，リノール酸，オレイン酸，パルミチン酸，
ステアリン酸）の総濃度とする．  
BG は，Fig. 2-8A のように 5 時間にわたって約 50 mg/dL を維持していた．  
血中 VPA は，Fig. 2-8B のように，投与 0.5 時間後で最大となり，その後
は減少した．2 時間後には約 30 g/mL を維持していた．  
血中総 FFAs は，Fig. 2-8C のように，投与 1～2 時間後にわずかに増加し
たが，その後徐々に減少し，約 400 mol/L を維持してした．  
血中 FFA 分画のうちリノール酸，オレイン酸，パルミチン酸，ステアリン
酸の濃度は，Fig. 2-8D のように，投与 1～2 時間後にわずかに増加し，その
後徐々に減少した．しかし，アラキドン酸の濃度は投与前後において，ほと
んど変化しなかった．  
 
2-4-7-2 マルトース負荷ラットの血中バルプロ酸と遊離脂肪酸の動態分析  
健常時の高血糖状態における VPA の薬物動態を明らかにするために，マ
ルトースを一定時間毎に複数回投与した健常ラットにつき，VP-Na 投与後の
VPA および FFA の時間－濃度プロファイルを解析することとした．二糖類
であるマルトースは，小腸から血液へ移行する際に腸内のαグルコシダーゼ
により加水分解を受けてグルコースに代謝されて吸収される．よって，グル
コースに比べて最大 BG に達するまでの時間が若干遅く，食餌摂取の模倣お
よび高血糖状態の維持のためのモデル作成に適していると考えた．  
マルトース負荷ラットにおける BG，血中 VPA，血中総 FFAs，血中 FFA
分画の時間－濃度プロファイルを Fig. 2-8（E-H）に示した．  
BG は，Fig. 2-8E のようにマルトース投与 0.5 時間後に 140 mg/dL に達し
た．その後，1 時間ごとのマルトースの複数回投与により，BG は約 170 mg/dL
を維持していた．  
血中 VPA は，Fig. 2-8F のように，投与 0.5 時間後で最大となったが，最
大血中濃度（Cmax）は，健常ラットと比較して低下した．1.5 時間以降は約
10 g/mL を維持していた．  
血中総 FFAs は，Fig. 2-8G のように，投与前～投与後においてほとんど変
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化しなかった．  
血中 FFA 分画のうちリノール酸，オレイン酸，パルミチン酸，ステアリン
酸の濃度は，Fig. 2-8H のように，投与 2 時間後に若干の低下が観察された
が，アラキドン酸の濃度は投与前後において，あまり変化しなかった．  
VP-Na を投与せずに，マルトースのみを単回投与したラットの BG，血中
総 FFAs，血中 FFA 分画の時間－濃度プロファイルを Fig. 2-9（A-C）に示し
た．Fig. 2-9A のマルトース投与による BG の上昇に伴い，Fig. 2-9B, Fig. 2-9C
の血中総 FFAs およびアラキドン酸を除く血中 FFA 分画は低下した．その後，
BG が低下し定常状態に回復するに伴って，血中総 FFAs およびアラキドン酸
を除く血中 FFA 分画は増加した．このように，VP-Na を投与しなければ，糖
脂質代謝調節によって，BG と血中 FFA の負の相関が観察された．  
 
2-4-7-3 糖尿病ラットの血中バルプロ酸と遊離脂肪酸の動態分析  
糖尿病に起因する高血糖状態における VPA の薬物動態を明らかにするた
めに，1 型糖尿病モデルのアロキサン糖尿病ラットにつき，VP-Na 投与後の
血中 VPA および血中 FFA の時間－濃度プロファイルを解析することとした． 
糖尿病ラットにおける BG，血中 VPA，血中総 FFAs，血中 FFA 分画の時
間－濃度プロファイルを Fig. 2-8（ I-L）に示した．  
BG は，Fig. 2-8I のように 5 時間にわたって約 450 mg/dL を維持していた．
健常ラットの BG と比較して，約 9 倍に増加していた．  
血中 VPA は，Fig. 2-8J のように，投与 0.5 時間後で最大となったが，Cmax
は，健常ラットおよびマルトース負荷ラットと比較して低下した．投与 2 時
間後以降は約 30 g/mL を維持していた．  
血中総 FFAs は，Fig. 2-8K のように，5 時間にわたって約 500 mol/L を維
持し，ほとんど変化は観察されなかった．  
血中 FFA 分画のうちリノール酸，オレイン酸，パルミチン酸，ステアリン
酸の濃度は，Fig. 2-8L のように，健常ラットおよびマルトース負荷ラットの
場合と比較して約 1.3～1.5 倍増加していたが，VP-Na 投与後の時間経過に伴
う変化は観察されなかった．アラキドン酸の濃度は，健常ラットおよびマル
トース負荷ラットの場合とほとんど同じであった．   
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Fig. 2-8 Time-concentration profiles of mean (±SE) (A, E, I) BG, (B, F, J) VPA, 
(C, G, K) total FFAs and (D, H, L) FFA in (A-D) normal rats, (E-H) 1.8 g/kg 
maltose ingested normal rats, and (I-L) diabetic rats, respectively,(n = 5 each), 
after oral administration of 150 mg/kg of VP-Na under fasting.    
(C, G, K) Total FFAs means the sum of arachidonic, linoleic, oleic, palmitic, and 
stearic acids concentrations.    
(D, H, L) FFAs: ■ , arachidonic acid; ◇ , linoleic acid; ◆ , oleic acid; □ , 
palmitic acid; △ , stearic acid.  (E-H) Maltose (1.8 g/kg) was orally ingested by 
a normal rat every 1 hr after 16 hr fasting.     
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Fig. 2-9 Time-concentration profiles of mean (±SE) (A) BG, (B) total FFAs, 
and (C) FFA in normal rats (n = 5 each) after oral administration of maltose (1.8 
g/kg).    
(B) Total FFAs means the sum of arachidonic, linoleic, oleic, palmitic, and stearic 
acids concentrations.     
(C) FFAs: ■ , arachidonic acid; ◇ , linoleic acid; ◆ , oleic acid; □ , palmitic 
acid; △ , stearic acid.   
 
 
 
 
2-4-8 バルプロ酸の薬物動態パラメータに及ぼす高血糖状態の影響  
 
健常ラット，マルトース負荷ラット，糖尿病ラットにおける VPA の時間
－濃度プロファイルより，PK パラメータを算出した．VPA の添付文書の記
載に従い，VPA の薬物動態は 1－コンパートメントモデルとして解析するこ
ととした．すなわち，VPA は投与後に全身体循環に入ると瞬間的に体全体に
均等に分布すると仮定した．解析した結果，Table 2-3 に示す 7 種の PK パラ
メータを算出できた．  
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各ラット群の PK パラメータに対し，Scheffe 法に基づいて多重比較検定を
行った．健常ラットと比較して有意差のあった PK パラメータについて Fig. 
2-10 に示した．  
血中濃度－時間曲線下面積（AUC）は，健常ラットと比較して，マルトー
ス負荷ラットおよび糖尿病ラットでは，有意に低下した（Fig. 2-10A）．半減
期（ t1/2）は，健常ラットと比較して，糖尿病ラットでは，有意に増加してい
た（Fig. 2-10B）．分布容積（Vd）は，健常ラットと比較して，糖尿病ラット
は有意に増加した（Fig. 2-10C）．  
今回構築した VPA の HPLC-ECD が，PK パラメータの算出に適用できるこ
とを示した．VPAの有効治療血中濃度は 50～100 g/mLであり，比較的狭い．
また，消失半減期が短く，併用薬，剤形，血中タンパク結合率の変化により
血中濃度が顕著に変動することから治療薬物モニタリングの対象となって
いる．特異性と感度に優れる本法は，治療薬物モニタリングを実施するため
の分析法としても充分適用可能であることが分かった．  
 
 
 
Table 2-3   Pharmacokinetic parameters of VPA after oral administration of 150 
mg/kg VPA-Na to (N) normal, (M) maltose ingested normal, and (D) diabetic rats, 
respectively (n = 5 each).    
 
Parameter 
a
 N M 
b
 D 
Cmax（g/mL）  130.8 ±4.1 98.5 ±34.3 58.1 ±8.5 
tmax（hr）  0.5 ±0 0.5 ±0 0.5 ±0 
AUC（mg･hr/mL） 186.1 ±4.1 90.3 ±28.6 80.9 ±10.4 
k el（hr
-1）  0.82 ±0.2 1.40 ±0.2 0.40 ±0 
t 1/2（hr）  0.91 ±0.2 0.52 ±0.1 1.72 ±0.1 
Vd（mL）  259.1 ±45.8 356.4 ±120 1229 ±219 
Cl（mL/hr）  200.0 ±3.4 446.4 ±102 487.8 ±69.4 
Values are mean ± standard error (SE).  
a
 Cmax, maximum drug concentration; tmax, maximum drug concentration time; 
AUC, area under the concentration-time curve for 5 hr; kel, elimination rate 
constant; t1/2, half-life period; Vd, distribution volume; Cl, clearance 
b
 Multiple doses of maltose were given to normal rats with a single dos e of VP-Na. 
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Fig. 2-10 Effect of hyperglycemia on (A) AUC, (B) t1/2, and (C) Vd (±SE) of 
VPA in (N) normal, (M) maltose ingested normal, and (D) diabetic rats, 
respectively (n = 5 each).   
Significant differences (* p < 0.05, ** p < 0.01) were determined by using 
one-way analysis of variance (ANOVA), followed by the Scheffe’s method.   
Maltose (1.8 g/kg) was orally ingested by a normal rat every 1 hr after 16 hr 
fasting.    
 
 
2-5 考察  
 
キノンの還元前置波を利用した VPA の HPLC-ECD の感度を評価するため
に，本法の検出限界を既報の HPLC-UV [83], HPLC-FL [84], LC-MS [85], 
GC-FID [86] と対比した（Table 2-4）．本法は，他の分析法と比較して高感
度に VPA を定量できることを明らかにした．また，HPLC-UV, HPLC-FL は
VPA の検出のために誘導体化操作が必要である上に，前処理操作が煩雑であ
る．また，LC-MS は装置が高価であり，生体試料分析において精度に優れた
方法とするには，試料のクリーンアップ操作等に高い分析技術が要求される
場合がある．以上のことから，本 HPLC-ECD は，感度と特異性に優れる分
析法であることを示した．また，分析装置導入における価格面を考慮した場
合，他の VPA の分析法と比較して有利であると考えられる．  
さらに，FFA の HPLC-ECD についても検出限界を指標に，既報の HPLC-UV 
[98], GC-FID [99] と対比したところ，いずれも本法の方が検出感度に優れて
いた．しかし，HPLC-FL [100] と比較した場合，本法の検出限界は劣ってい
た ． HPLC-FL で は ， FFA の 高 感 度 検 出 の た め 4-(5,6-dimethoxy-2- 
phthalimidinyl) phenylsulfonyl semipiperazide によるプレカラム誘導体化を
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行っている．これに対して，本法は，検出のための誘導体化が不要であるた
め，生体試料分析が比較的簡易であると考えられる．さらに，本研究では，
FFA の HPLC-ECD の分析カラムに内径 1.0 mm のマイクロボアカラムを活用
した．キノン試薬としてビタミン K3 を用い，内径 4.0 mm のコンベンショナ
ルカラムを用いた FFA の HPLC-ECD の検出限界は，50 pmol on column であ
り  [97]，本法は約 50 倍の高感度化を達成できた．  
以上のように，キノンの還元前置波に基づく酸測定を利用した VPA およ
び FFA の HPLC-ECD は，感度と特異性に優れる分析法であることが分かっ
た．  
 
 
Table 2-4   Detection limit of valproic acid by various methods.  
 
Method Column  
(size, length x inter diameter)  
Injection 
volume 
(L) 
Detection 
limit (ng) 
Ref. 
The present 
HPLC-ECD 
 
C30 (150 mm x 1.0 mm) 5 0.53 －  
HPLC-UV ODS (250 mm x 4.6 mm) 50 5.0 [83] 
HPLC-FL  ODS (250 mm x 4.0 mm) 10 0.87 [84] 
LC-MS ODS (100 mm x 4.6 mm) 5 1.5 [85] 
GC-FID Cyanopropylphenyldimethylsilo
xanefused silica capillary  
(25 m x 0.22 mm) 
2 1.6 [86] 
 
 
本法は，VP-Na 投与後のラット血中 VPA の薬物動態分析に適用できるこ
とを示した．健常ラット，マルトース負荷ラット，糖尿病ラットの血中 VPA
の時間－濃度プロファイルを取得し，VPA の PK パラメータを算出できた．
マルトース負荷ラットおよび糖尿病ラットの AUC は健常ラットと比較して
有意に減少し（Fig. 2-10A），糖尿病ラットの Vd は健常ラットと比較して有
意に増加していた（Fig. 2-10C）．これらの PK パラメータの変化より，ラッ
トでは BGの上昇に伴って VPAの代謝と排泄が促進されていると考察できた． 
AUC は体循環に流入した薬物の総量であり，Vd は血漿中タンパク結合率
の低下および組織結合率の上昇など，血中濃度を低下させる要因によって増
大する．VPA とアルブミン間のタンパク結合に関して，次のような報告があ
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る．健常人と比較して，糖尿病患者における VPA のタンパク結合率は低下
し  [101]，血中 VPA の遊離型の割合は増加する  [102]．また，FFA とアルブ
ミン間のタンパク結合に関して，次のような報告がある．健常人と比較して，
糖尿病患者におけるタンパク結合型の FFA は増加する  [103,104]．アルブミ
ンの結合部位において VPA と FFA は競合する  [105]．さらに，高血糖状態
および糖尿病時における血中アルブミンの糖化によって  [106]，アルブミン
と結合する薬物は，そのタンパク結合が阻害される  [105]．VPA もアルブミ
ンと結合する薬物のひとつである．従って，高血糖状態ではこれらのメカニ
ズムの寄与によって遊離型 VPA が増加し，VPA の代謝と排泄が促進される
と考えられている．本研究では，これらの報告を支持する結果を高血糖状態
における VPA の PK パラメータの変化として捉えることができたと思われる． 
さらに，本研究で実践した VPA と FFA の複合動態解析では，マルトース
負荷ラットにおいて VP-Na の投与により FFA の時間－濃度プロファイルが
大きく異なることが観察された．すなわち，VP-Na 未投与であればマルトー
スを投与後，BG の上昇により血中 FFA が低下したが（Fig. 2-9B），VP-Na
を投与した場合，マルトースの投与前後において血中総 FFAs はほとんど変
化しなかった（Fig. 2-8G）．  
VPA と FFA の相互作用に関して，次のような報告がある．血中 VPA は，
FFA のβ酸化に関わる酵素に対して競合的に作用  [77]，あるいは FFA のβ
酸化を阻害する  [79-81]．アルブミンに結合している VPA は，血中 FFA によっ
てタンパク結合部位から置換される  [107,108]．遊離型の VPA は，速やかに
β酸化を介して代謝される  [77]．従って，VP-Na を投与したマルトース負荷
ラットの BG 上昇に伴い血中 FFA が変化しなかったのは，VPA 共存によって
FFA のβ酸化が阻害を受け，その結果 VPA が FFA に比べて優先的に代謝さ
れたためと考えられる．本研究で得られた血中 VPA，血中 FFA の時間－濃
度プロファイルは，これらの報告を支持する結果であり，血中 FFA に比べて
VPA が優先的に代謝されることを裏付けるものと思われる．  
以上のような複合動態解析によって，VPA，FFA，BG を計測でき，VPA
投与後 5 時間にわたって VPA，FFA，BG の時間－濃度プロファイルを得ら
れることを示した．  
キノンの還元前置波を利用した HPLC-ECD では，微少量の血漿試料で血
中 VPA と FFA を測定できた．従って，同一個体についての VPA と FFA の動
態分析が可能であり，正確な PK パラメータを算出する上で有利と思われる．
本法は，糖脂質代謝調節を in vivo で観察するための複合動態解析へ展開も
可能と考えられた．  
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2-6 小括  
 
本章では，キノンの還元前置波に基づく酸測定法により VPA を電気化学
的に検出できることをボルタンメトリーで明らかにした．本検出モードを
HPLC のフロー型検出部に組み込むために，移動相とカラムからなる分離系
にキノン試薬溶液をポストカラム方式で合流させる 2 流路系の HPLC-ECD
を構築し，VPA の分離分析法として確立した．  
固定相にはトリアコンチル基（C30）を修飾したシリカ系カラムを用い，
VPA と IS を 15 min 以内に検出することができた．本法の定量範囲は，0.36
～14.4 g/mL であり，直線性も良好であった（r = 0.999）．血中 VPA 測定を
行う上で，充分な定量範囲と感度を有することが分かった．本法は，HPLC-UV，
HPLC-FL，LC-MS などの他法と比較して，誘導体化操作，煩雑な前処理方法
およびクリーンアップ操作が不要であり，VPA を特異的に検出できる利点が
あることを明らかにした．  
さらに，本法による VP-Na 投与後のラット血中 VPA の薬物動態分析と同
時に血中 FFA と BG も計測する複合動態解析への適用を検討した．そこで，
キノンの還元前置波に基づく酸測定法による FFA の HPLC-ECD も構築した．
アラキドン酸，リノール酸，オレイン酸，パルミチン酸，ステアリン酸と IS
を 30 min 以内に検出することができた．本法の定量範囲は，0.75～160 mol/L
であり，直線性も良好であった（r = 0.999）．血中 FFA 測定を行う上で，充
分な定量範囲と感度を有することが分かった．  
VPA および FFA の HPLC-ECD および SMBG 用の血糖測定器を用いて，健
常ラット，マルトース負荷ラット，糖尿病ラットについて，血中 VPA，血中
総 FFAs，血中 FFA 分画，BG の時間－濃度プロファイルを取得し，複合動態
解析を実践した．ラットの尾静脈より経時的に採血した約 50 L の血液で血
中 VPA，血中 FFA，BG を計測でき，VP-Na 投与後 5 時間にわたって詳細な
時間－濃度プロファイルを取得することができた．得られた VPA の時間－
濃度プロファイルより，PK パラメータを算出できた．  
本法は，VPA の作用機序の詳細や，VPA と FFA の相互作用，あるいは VPA
と血中アルブミン間のタンパク結合に関する詳細を解明するための分析法
として有用であり，糖脂質代謝調節を in vivo で観察するための分析法とし
て適用可能と考えられる．今後，より適切に VPA の薬物療法を実施するた
めに有益な手法となると思われる．  
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第 3 章  トロロックスの酸化前置波によるテオフィリンの電気化学検出
HPLC と血中の薬物動態分析への応用  
 
3-1 緒言  
 
テオフィリンは気管支拡張作用を有し，気管支喘息や慢性気管支炎などの
治療に臨床適応される．テオフィリンの有効血中濃度範囲は狭く  [成人：
56-111 mol/L（10-20 g/mL），幼児：28-72 mol/L（5-13 g/mL）] [109,110] ，
また，血中濃度が 111 mol/L を超えた場合，様々な副作用が現れる  
[110-112]．特に重大な副作用として，痙攣，意識障害，急性脳症，横紋筋融
解症などがあり，いずれも重積症になる傾向がある  [113]．特に乳幼児にお
いては痙攣による後遺症あるいは死亡に至る場合がある．これら副作用が起
こっている間，テオフィリンの血中濃度は中毒域に達していない場合もあり  
[114]，テオフィリンの血中濃度と副作用発生のメカニズムについての因果関
係は不明な点が多い．さらに，テオフィリンの代謝速度は，個々の患者ごと
に異なる  [115,116]．従って，臨床ではテオフィリンの治療薬物モニタリン
グを実施し，個々の患者に適した投与設計で薬物療法を実施している．  
従来，血中テオフィリンの分析法として GC-MS [117], HPLC-UV [118-122], 
LC-MS [123-125]，CE [126]，蛍光偏光イムノアッセイ（FPIA） [127-131] 等
がある．特に HPLC-UV は多くの病院や試験室が保有する分析装置であるた
め，血中テオフィリンの分析法として利用頻度が高いが，低濃度領域におけ
る血中テオフィリンの分析においては感度が不足している．さらに，カフェ
イン，テオフィリン代謝物，キサンチン誘導体等も検出されるので，特異性
が乏しいことが指摘されている．テオフィリンの分析の対象が新生児や乳幼
児，あるいは高齢者の場合，採血できる血液量が少量であるため，分析に要
する血液量が少ない方法が望まれる．従って，新生児，乳幼児，高齢者に対
して，血中テオフィリンの複数回測定を行ってテオフィリンの PK パラメー
タを算出することは極めて困難である．このように，テオフィリンの治療薬
物モニタリングや薬物動態分析を実践する場合，使用する分析法が高感度か
つ特異的であるうえに微少の試料量で測定可能である分析法が熱望されて
いる．  
この要望に応える分析法として，HPLC-ECD を活用することとした．テオ
フィリンは，Fig. 3-1 に示すような 1 電子 1 プロトンが関与する電極酸化反
応によって生成するラジカルを経て，テオフィリンの二量体あるいは後続の
1 電子が関与する電極酸化反応によって 1,3-ジメチル尿酸が生成することが
知られており  [132]，テオフィリンを電解酸化で検出する方法としてグラフ
ァイト電極，グラッシーカーボン電極およびボロンドープダイヤモンド電極
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を作用電極に用いたボルタンメトリー  [133,134] あるいは  HPLC-ECD 
[135-138] が報告されている．しかし，テオフィリンの電解酸化には作用電
極の電位窓の範囲で比較的高い電位を印加する必要があるため，テオフィリ
ンの代謝物であるキサンチン誘導体や他の生体成分も電解酸化で検出され
る上に，反応の場である作用電極表面の劣化が危惧される．テオフィリンを
選択的に検出するために，修飾電極あるいは酵素電極を利用した方法が開発
されている  [139-148]．修飾電極としては，単層または多層カーボンナノチ
ューブを修飾したグラッシーカーボン電極，あるいはポリメチレングリーン
をインプリント高分子膜として修飾したグラッシーカーボン電極がある  
[140-143]．一方，酵素電極としては，金電極表面に形成させたアルキルチオ
ールの自己組織化単分子膜にテオフィリンオキシダーゼを固定した電極が
ある  [144,145]．これらの電極を用いたテオフィリンのボルタンメトリーは，
製剤分析，食品分析，生体試料分析へ応用されている．しかし，製剤分析に
は約 10～100 mg の製剤，食品分析では約 10 mL の飲料が試料として使用さ
れており  [140,141,145]，これらの方法は血中テオフィリン定量への適用は図
られ難い．また，生体試料分析では標準血清や尿にテオフィリンを添加した
試料について分析する事例が多く  [146,147]，薬物動態分析等の実分析への
応用には至っていない．また，修飾電極や酵素電極の多くは，測定毎に実験
者が作製したものであり，電極の入手や適正な維持管理の点から，汎用性の
点で有益な分析法としての展開は難しいと思われる．  
 
 
 
 
Fig. 3-1  Products and mechanism of the electrochemical oxidation of 
theophylline at pyrolytic graphite electrode [132]. 
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トロロックスを含む非緩衝液において微量の塩基物質の存在下でボルタ
ンメトリーを行うと，ボルタモグラム上に塩基物質の濃度依存的な酸化前置
波が出現する  [26]．この検出方式を活用すれば，塩基物質が電極活性物質あ
るいは電極不活性物質であっても，トロロックスの電解酸化を介して塩基と
して検出可能である．テオフィリンの場合，酸化前置波による検出は，Fig. 
3-1 のテオフィリン自体の酸化電位よりも負電位側での電極反応を利用する
こととなり，作用電極表面の劣化が起こり難い利点がある．  
本研究では，テオフィリンがトロロックスの酸化前置波の波高測定によっ
て，電気化学的に定量できることを示すとともに，テオフィリンの
HPLC-ECD を構築した．テオフィリンの薬物動態分析における有用性を示す
ために，血中テオフィリンの時間－濃度プロファイルを取得し，テオフィリ
ンの PK パラメータが算出可能か検討した．さらに，本法が治療薬物モニタ
リングに適用できる分析法としての実用性を明らかにするために，分析に必
要な血液試料量の低減，簡易な前処理方法の設計について検討を行った．  
 
 
3-2 トロロックスの酸化前置波に基づく塩基測定  
 
本節では，塩基物質の電気化学検出に利用したトロロックスの酸化前置波
の概要を述べるとともに塩基物質定量の基本について述べる．  
トロロックスを含む非緩衝液につき，電位を負電位側から正電位側に走査
してボルタンメトリーを行うと，ボルタモグラム上に 1 段の酸化波が生じる
（Fig. 3-2，曲線 a）．Malyszko らは，メタノール溶液および酢酸溶液中にお
けるトロロックスの電極酸化反応は，Fig. 3-3 のように進行すると報告して
いる  [149,150]．すなわち，クロマノール骨格の 6 位のヒドロキシル基から
プロトンが解離して電解酸化された結果，フェノキシラジカルが生成するも
のと考えられている．  
この溶液の電解酸化を微量の塩基物質（Fig. 3-2 では，テオフィリン）の
存在下で行うとボルタモグラム上にはトロロックスの酸化波（Fig. 3-2，曲
線 a）よりも負電位側に新たな酸化波（酸化前置波）が現れる（Fig. 3-2，曲
線 b）．酸化前置波の出現は，溶媒より塩基物質の方がトロロックスの 6 位の
ヒドロキシル基からプロトンの引き抜きを容易にするため，より低エネルギ
ー側，すなわち負電位側で電解酸化が進行したためと考えている．酸化前置
波の波高（Fig. 3-2, iH）は，塩基物質の濃度に比例する．従って，酸化前置
波の波高の計測によって塩基物質の定量が可能となる．さらに，酸化前置波
の出現電位は，塩基物質の塩基の強弱と関係がある．すなわち，pKb が小さ
い塩基物質由来の酸化前置波ほど，より負電位に出現する．  
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トロロックスの酸化前置波による塩基の定量を HPLC-ECD へ適用する場
合，酸化前置波の現れる電位に印加電位を設定してクロマトグラムを測定し，
酸化電流を測定することで塩基の定量が可能となる．  
 
 
 
 
Fig. 3-2   Voltammograms of 1.5 mmol/L trolox in the (a) absence and (b) 
presence of 1.0 mmol/L theophylline in acetonitrile containing 20 mmol/L LiClO4.  
PFC, Ag/AgCl, and Pt were used as working, reference, and counter electrodes, 
respectively.   Scan rate was set at 20 mV/s. 
 
 
 
 
Fig. 3-3  Products and mechanism of the electrochemical oxidation of trolox  at 
glassy carbon electrode [149,150]. 
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3-3 実験材料と実験方法  
 
3-3-1 トロロックスのボルタンメトリー  
 
第 2 章（2-3-1）と同じ構成のボルタンメトリー装置を使用した．トロロッ
クスを含む支持電解質溶液（トロロックス試薬溶液）には，0.54 mmol/L ト
ロロックスと 13 mmol/L 過塩素酸リチウムを含むアセトニトリル溶液を使用
した．トロロックス試薬溶液にテオフィリンを溶解して測定溶液を調製し，
その 20 mL を電解セルに加えてボルタモグラムを測定した．走査速度は，20 
mV/s に設定した．  
 
3-3-2 テオフィリンの電気化学検出 HPLC 
 
トロロックスの酸化前置波を活用した塩基測定をフロー型の検出部とし
て HPLC に組み込むために，移動相とカラムからなる分離系にトロロックス
試薬溶液をポストカラム方式で合流させる 2 流路系のシステムを構築した．
そこで，Fig. 3-4 に示すように，デガッサー（DG-980-50, 日本分光製），ポ
ンプ（301 M, フロム製），サンプルインジェクター（7725, レオダイン製），
マイクロボアカラム（ Inertsil SIL 100A, 100 mm×1.0 mm i.d., 3 m，GL サイ
エンス製），カラムオーブン（CTO-10ASvp，島津製作所製），電気化学検出
器（LC-4C, BAS 製）を用いて構築した．  
フロー型電解セル（ラジアルフローセル，BAS 製）の作用電極はグラッシ
ーカーボン（円盤型：直径 6 mm），参照電極は Ag/AgCl，対極はステンレス
を用いた．作用電極とセルブロック間に挟み込むセルスペーサーの厚さは 12 
m としたので，セル容量としては 0.33 L となった．  
移動相はアセトニトリル，トロロックス試薬溶液は 1.5 mmol/L トロロッ
クスと 20 mmol/L LiClO4 を含むアセトニトリルを使用した．カラム温度は
20℃，移動相の流速は 50 L/min，トロロックス試薬溶液の流速は 90 L/min，
印加電位は+1.1 V vs. Ag/AgCl，試料注入量は 5 L とした．  
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Fig. 3-4  Block diagram of the HPLC-ECD system. 
MP, Mobile phase; TS, trolox solution; DG, degasser; P1 and P2, pumps; S, sample 
injector; column, normal-phase silica gel column (Inertsil SIL 100A, 100 mm x 1.0 
mm i.d., 3 m); D, electrochemical detector, electrochemical cell and potentiostat; 
R, recorder.  
 
 
3-3-3 実験動物とテオフィリン投与  
 
16 時間絶食した Wistar 系雄性ラット（8 週齢）にテオフィリンを溶解した
水溶液を 10 mg/kg の薬物量で経口投与した．投与前，投与 0.5, 1, 2, 3, 5, 8, 24
時間後に尾静脈から採血した．血液はヘパリン処理し，遠心分離（3000 r.p.m., 
10 min）して血漿を調製した．第 3 章のすべての動物実験は，東京薬科大学
「実験動物ガイドライン」に基づいて充分な倫理的な配慮の下で実施した． 
 
3-3-4 血漿試料の前処理方法  
 
血漿 10 L に，クロロホルム－イソプロパノール（50:50, v/v）混液 0.2 mL
を加え，ボルテックスミキサーで 30 分間混和してクロロホルム層中にテオ
フィリンを抽出した．遠心分離（3000 g, 10 min）を行ってクロロホルム層を
分取した．クロロホルム層は 70℃で蒸発乾固し，得られた残渣に 0.1 mL の
アセトニトリル－クロロホルム（90:10, v/v）混液を加え，テオフィリンを溶
解させた．これを孔径 0.45 m のメンブレンフィルター（Ultrafree-MC, 
Bedford 製）でろ過して検液とした．マイクロシリンジを用いて検液 5 L
を HPLC に注入しクロマトグラムを測定した．  
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3-4 実験結果  
 
3-4-1 テオフィリン由来のトロロックスの酸化前置波  
 
トロロックスの酸化前置波による塩基測定で，テオフィリンの検出が可能
か検討した．トロロックス試薬溶液を電解セルに加えてボルタンメトリーを
行った．電位を+0.05 から+1.0 V vs. Ag/AgCl へ走査したところ，Fig. 3-5A（a）
に示すようなボルタモグラムが得られ，+0.85 V vs. Ag/AgCl にトロロックス
の酸化波が現われた．この溶液中にテオフィリンを 0.14 mmol/L，0.36 mmol/L，
0.54 mmol/L になるように添加したところ，それぞれ Fig. 3-5A（b, c, d）に
示すように，+0.75 V vs. Ag/AgCl に酸化前置波が得られた．この酸化前置波
のピーク電流値とテオフィリンの濃度の相関を調べたところ， 0.01～ 0.54 
mmol/L の範囲でよい直線性（r = 0.998）を示した（Fig. 3-5B）．このような
電解液の組成における酸化前置波測定によって，テオフィリンの定量が可能
であることを示した．  
トロロックスの酸化前置波に基づくテオフィリンの検出において，構造が
類似しているキサンチン誘導体も塩基として検出される可能性がある．そこ
で，テオフィリンの代謝物あるいは関連の生体成分であるカフェイン，テオ
ブロミン，尿酸，3-メチルキサンチン，１ -メチルキサンチン，1-メチル尿酸，
3-メチル尿酸，1,3-ジメチル尿酸について検討した．本法において，酸化前
置波は，塩基物質の pKb が小さいほど負電位に，大きいほど正電位に出現す
る特性がある．従って，pKb が非常に大きく，非常に弱い塩基物質の場合，
酸化前置波が出現せず，検出不能となる．テオフィリンの pKb は実験値で
11.5 [151]，コンピュータソフト（Advanced Chemistry Development (ACD/Labs) 
Software V8.14）によるシミュレーションで 12.3 であった．上述したキサン
チン誘導体についてコンピュータソフトによるシミュレーションを行った
ところ，pKb はいずれも 13 以上であった．従って，これらのキサンチン誘導
体由来の酸化前置波が出現するならば，テオフィリン由来の酸化前置波より
正電位側であると予想され，これらのキサンチン誘導体を本法で検出するの
は困難と考えられる．実際に，試薬として入手可能であったカフェイン，テ
オブロミン，尿酸，3-メチルキサンチンについてトロロックスのボルタンメ
トリーを行ったところ，酸化前置波は観測されなかった．  
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Fig. 3-5   (A) Linear potential sweep voltammograms of 0.54 mmol/L
 
trolox with 
and without theophylline at a PFC disk electrode in acetonitrile containing 13 
mmol/L
 
LiClO4 and (B) calibration curve of theophylline.  
(A) Concentration of theophylline: (a) 0, (b) 0.14, (c) 0.36, and (d) 0.54 mmol/L   
Sweep rate: 20 mV/s   
 
 
3-4-2 テオフィリンの電気化学検出 HPLC の最適化  
 
3-4-2-1 分離モードの検討  
テオフィリンの HPLC-ECD において，トロロックス試薬溶液の溶媒，カ
ラム，移動相について検討した．トロロックスをアセトニトリル－水混液
（94:6, v/v）に溶解させたところ，白濁した．従って，本 HPLC-ECD 用のト
ロロックス試薬溶液および移動相の調製には水の適用が困難であることが
分かった．そこで，トロロックスを溶解するための溶媒として， (1) 誘電率
が大きく電気伝導性を確保できる， (2) 比較的粘度が小さく移動相にも適用
できる， (3) 溶媒の塩基性が小さくテオフィリンの酸化前置波を観察できる
点を考慮して有機溶媒を選定した．Hildebrand の溶解パラメータ（δ）を尺
度とし，水についでδ値が大きいアセトニトリルをトロロックス試薬溶液の
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溶媒として利用を試みた．固定相に ODS カラム，移動相にアセトニトリル
を用いてテオフィリンのクロマトグラフィーを行ったところ，テオフィリン
はカラムに保持されなかった．そこで，固定相の極性を疎水性から親水性に
改めた．すなわち，固定相にシリカゲルカラム，移動相にアセトニトリルを
用いてテオフィリンのクロマトグラフィーを行ったところ，テオフィリンは
カラムに保持された．よって，トロロックスの酸化前置波でテオフィリンを
検出する HPLC-ECD では，固定相にシリカゲル，移動相にアセトニトリル
を用いることとした．  
 
3-4-2-2 印加電位の選定  
テオフィリンを検出するための印加電位を選定するためにハイドロダイ
ナミックボルタモグラムを測定した．Fig. 3-6 のハイドロダイナミックボル
タモグラムが示すように，+0.4 V vs. Ag/AgCl より正電位を印加するとクロ
マトグラム上にテオフィリンのピークが観察された．+1.0 V vs. Ag/AgCl の
ときに最大のピーク電流値を与えた．しかし，印加電位を+1.1 V vs. Ag/AgCl
に設定した場合の方が，+1.0 V vs. Ag/AgCl の場合に比べてテオフィリンの
ピーク高さの直線性が良好であった．よって，+1.1 V vs. Ag/AgCl をテオフ
ィリンのクロマトグラム測定における印加電位として決定した．  
 
3-4-2-3 移動相およびトロロックス試薬溶液の流速の選定  
移動相とトロロックス試薬溶液の流速を検討した．まず，トロロックス試
薬溶液の流速を 90 L/min に固定し，移動相の流速を検討した．流速を速く
すると保持時間は短くなった（Fig. 3-7A）．感度について比較したところ，
流速を 60 L/min 以上にするとテオフィリンのピーク高さが低下してテオフ
ィリンの検出限界が大きくなり，感度は低下した（Fig. 3-7B）．検討した条
件の中で，テオフィリンの検出限界が良好であった 50 L/min を選択した． 
次に，移動相の流速を 50 L/min に固定し，トロロックス試薬溶液の流速
を検討した．トロロックス試薬溶液の流速は保持時間に与える影響はほとん
どなかった（Fig. 3-7C）．移動相同様，感度について比較した．流速を 30 
L/min より速くするとテオフィリンのピークが低下したが，それ以上にノ
イズが低下した．その結果，検出限界が小さくなり，感度が向上した（Fig. 
3-7D）．しかし，流速を 110 L/min に設定した場合，ピーク高さが顕著に小
さくなり，感度が低下した．よって，トロロックス試薬溶液の流速は，検出
限界が良好であった 90 L/min を選択した．  
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Fig. 3-6   Hydrodynamic voltammogram of theophylline. 
HPLC conditions used were: column, Inertsil SIL 100A (100 mm x 1.0 mm i.d., 3 
m); column temperature, 20℃ ; mobile phase, acetonitrile; trolox solution, 
acetonitrile containing 1.5 mmol/L trolox and 20 mmol/L LiClO4; flow rate of 
mobile phase, 50 L/min; flow rate of Trolox solution, 90 L/min.    A standard 
mixture (5 L) of theophylline was injected into HPLC-ECD at concentration of 
20 mol/L. 
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Fig. 3-7   Retention time and detection limit of theophylline as functions of flow 
rate of (A,B) mobile phase and (C,D) trolox solution.   (A,B) Flow rate of trolox 
solution was fixed at 90 L/min.   (C,D) Flow rate of mobile phase was fixed at 
50 L/min.    
 
3-4-3 テオフィリンの電気化学検出 HPLC の分析能パラメータ  
 
最適化した HPLC 条件下で測定したテオフィリンのクロマトグラムを Fig. 
3-8A に示した．クロマトグラム上にテオフィリンのピークを 6.7 min に観察
できた．テオフィリンのピーク高さは 2.0～100 mol/L（10～500 pmol on 
column）の範囲で相関係数（r）が 0.999 の良好な直線性が得られた．また，
20 mol/L のテオフィリン標準溶液について，6 回の繰り返し測定を行った
ところ，ピーク高さの RSD は 0.81％であった．検出限界（S/N = 3）は，0.55 
mol/L（2.75 pmol on column）であった．本法は，テオフィリンの血中濃度
測定を行う上で，充分な感度，範囲，直線性，精度を有することが分かった．  
さらに，0.1 mmol/L カフェイン，テオブロミン，尿酸，3-メチルキサンチ
ンのアセトニトリル溶液を HPLC-ECD に注入し，本法の特異性について確
認した．これらの化合物に由来するピークはクロマトグラム上に出現せず，
本法は，カフェインおよびテオフィリンの代謝物の妨害を受けないことが分
かった．  
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Fig. 3-8   Chromatograms of theophylline obtained from (A) standard solution 
(20 mol/L), (B) rat plasma 2 hr later from oral administration of theophylline.  
HPLC conditions used were: column, Inertsil SIL 100A (100 mm x 1.0 mm i.d., 3 
m); column temperature, 20℃ ; mobile phase, acetonitrile; trolox solution, 
acetonitrile containing 1.5 mmol/L trolox and 20 mmol/L LiClO4; flow rate of 
mobile phase, 50 L/min; flow rate of trolox solution, 90 L/min.   Arrows 
indicate the peak of theophylline.    
 
 
 
3-4-4 ラット血中テオフィリンの定量への応用  
 
クロロホルム－イソプロパノール混液を用いて血漿中テオフィリンを抽
出する前処理方法について，回収率を確認した．テオフィリン投与前のラッ
ト血漿をブランク試料とし，血漿中のテオフィリンの終濃度が 200, 50, 20 
mol/L になるように標準溶液を添加した．テオフィリンの定量は，絶対検
量線法に基づいて行った．Table 3-1 に示す通り，200, 50, 20 mol/L テオフ
ィリンを含む血漿を分析した結果，定量値はそれぞれ 178.4, 43.7, 19.0 
mol/L となり，回収率はそれぞれ 89.3, 87.5, 95.3%であった．本研究で確立
した前処理方法により，真度と精度に優れた血中テオフィリンの定量分析を
行うことができた．  
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Table 3-1  Repeatability of the present method for determining theophylline in 
rat plasma.  
 
Concentration added  
(mol/L) 
Concentration found 
a, b
 
(mol/L) 
RSD
 b
  
(%) 
Recovery 
a,  b
  
(%) 
200.0 178.4 ± 1.75 1.7 89.3 ± 0.9 
50.0 43.7 ± 1.11 4.4 87.5 ± 2.3 
20.0 19.0 ± 0.16 1.5 95.3 ± 0.8 
a. mean±standard error (SE) 
b. n = 3 
 
3-4-5 ラットにおけるテオフィリンの薬物動態パラメータ算出  
 
本法がテオフィリンの薬物動態分析および治療薬物モニタリングに有用
な分析法であることを示すために，ラット血中テオフィリンの時間－濃度プ
ロファイルを取得して PK パラメータの算出へ応用した．  
16 時間絶食したラットに，テオフィリンの水溶液を 10 mg/kg の薬物量で
経口投与した．Fig. 3-8B には，テオフィリン投与 2 時間後の血漿のクロマト
グラムを示した．投与 2 時間後の血中テオフィリン濃度は 40 mol/L であっ
た．Fig. 3-9 には，テオフィリンの時間－濃度プロファイルを示した．血中
テオフィリン濃度は，投与 2 時間後に Cmax に達した．その他の PK パラメー
タを Table 3-2 に示した．   
 
Fig. 3-9.   Time-concentration profile of mean (±SE) theophylline in rat (n = 5 
each) plasma after oral administration of theophylline (10 mg/kg).   
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Table 3-2  Pharmacokinetic parameters of theophylline after oral administration 
of 10 mg/kg theophylline to rat (n = 5 each). 
 
Parameter 
a
 Mean ± SE 
Cmax  (mol/L) 
b
 41.9 ± 2.66 
tmax  (hr) 2.00 ± 0.37 
AUC24h  (mol･hr/L) 
b
 472.1 ± 42.2 
kel  (1/hr) 0.11 ± 0.01 
t1/2  (hr) 6.19 ± 0.47 
Vd  (mL) 269.21 ± 8.13 
Cl  (mL/hr) 30.15 ± 2.31 
a
 Cmax, maximum drug concentration; tmax, maximum drug concentration time; 
AUC24h, area under the concentration-time curve for 24 hr; kel, elimination rate 
constant; t1/2, half-life period; Vd, distribution volume; Cl, clearance  
b
 Cmax and AUC24h were 7.55 ± 0.48 g/mL and 85.06 ± 7.61 g ･ hr/mL, 
respectively, when a mass concentration was used as a unit.    
 
 
 
 
3-5 考察  
 
トロロックスの酸化前置波を利用し，テオフィリンを塩基として検出する
新規電気化学検出法の有用性を評価するために，本法と既報のテオフィリン
のボルタンメトリー  [134,139-142] について作用電極，支持電解質溶液，測
定電位，直線範囲を指標にして対比した（Table 3-3）．  
本法においてテオフィリンの検出に利用する酸化前置波の出現電位は，電
解酸化でテオフィリンを検出する他の方法の測定電位に比べて低電位であ
った．様々なマトリックスが存在する生体試料分析において，電気化学検出
の測定電位を比較的低電位に設定できることは，分析法の特異性および再現
性の向上を図る上で有利である．Table 3-3 には修飾電極を用いることで，電
解還元でテオフィリンを検出する方法もあるが，直線範囲が１桁程度であっ
た  [142]．本法の直線範囲は 0.01～0.54 mmol/L であるが，これはトロロック
ス試薬溶液中のトロロックス濃度が 0.54 mmol/L のためである．もしも測定
対象物の濃度がより高濃度の場合，本法の検出原理を考慮するとトロロック
スの濃度を大きくすれば，さらに高濃度側のテオフィリンを定量でき，検量
線の範囲を拡げることが可能である．また，テオフィリンを電解酸化で検出  
   T
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する場合，構造が類似しているキサンチン誘導体も検出される可能性がある．
しかし，本法では，非常に弱い塩基物質であるカフェインやキサンチン誘導
体は検出不能であり，テオフィリンの電気化学検出において有利であること
を示した．以上のように，本法は，既法のテオフィリンのボルタンメトリー
と比較して，比較的低電位側で検出可能であり，直線範囲は 2 桁程度，さら
にテオフィリンを特異的に検出できる方法であることを明らかにした．   
さらに，トロロックスの酸化前置波に基づく HPLC-ECD の有用性を評価
するために，本法と既報のテオフィリン  [120-124,136,137] の HPLC につい
て測定条件，分析時間，直線範囲，1 回の分析に必要な血漿試料量を指標に
して対比した（Table 3-4）．分析時間は，オクチル基（C8）を修飾した長さ
50 mm のシリカ系カラムを使用した LC-MS が最も短時間であった  [123]．  
直線範囲では，本法は HPLC-UV，LC-MS，HPLC-ECD と比較してほとんど
同程度であった．分析に必要な血漿試料量では，本法を含めた HPLC-ECD
が他の方法に比べて少量であった．HPLC-UV では，カフェインや様々なテ
オフィリン代謝物も検出されるためこれらを分離するための分析条件の設
定が困難な場合がある．これに対して，HPLC-ECD は，電解酸化ではカフェ
インが検出されないので特異性の観点から有利である．しかし，作用電極の
電位窓の範囲で比較的大きな正電位を設定した場合，特に生体試料分析にお
いて試料中の様々な生体成分が酸化され，クロマトグラム上にピークとして
観察される．実際，Table 3-4 で挙げた HPLC-ECD では，グラッシーカーボ
ン電極に+1.0 V vs. Ag/AgCl を印加している  [135-138]．そのため，クロマト
グラム上には多くの Unknown ピークが出現している．また，これらの
HPLC-ECD は，分離には ODS カラムを用いて移動相には中性あるいは弱塩
基性の緩衝液と有機溶媒の混液を使用している．ODS のオクタデシルシリル
基は中性あるいは塩基性条件下では脱離しやすく，中性あるいは塩基性の移
動相を用いる分析では，ODS カラムの耐久性が危惧される場合が多い．また，
弱酸性条件下での分離条件を選定した場合，テオフィリンの酸化還元電位が
さらに正電位にシフトすることが予想されるため，印加電位をさらに正電位
にする必要がある．これによって，ベースラインノイズの増大，さらに多く
の Unknown ピークが出現するものと思われる．  
本法では，移動相にアセトニトリルを用いて中性条件下で分離を行ってい
るが，固定相にシリカゲルカラムを用いているためカラムの耐久性には問題
が少ない．実際に，3 ヶ月間（注入回数 2000 回）の連続使用を行ったが，ピ
ークのテーリングなどのカラムの分離能の低下は観察されなかった．また，
本法では，グラッシーカーボン電極に+1.1 V vs. Ag/AgCl を印加しているが，
電解酸化による HPLC-ECD に比べて Unknown ピークの出現がほとんどなか
った．  
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さらに，微量の血漿で血中テオフィリンを測定できる方法としてイムノア
ッセイがあり，これを実践するために体外用診断医薬品としてキット化され
ている．例えば，CEDIA（Cloned enzyme donor immunoassay）法を利用した
体外用診断医薬品の定量範囲は，7.2～183 mol/L であり，室内再現精度は
RSD として 5.4%以下である  [130]．また， EMIT （ Enzyme multiplied 
immunoassay technique）法を利用した体外用診断医薬品の定量範囲は 11～
222 mol/L であり，室内再現精度は RSD として 10%以下である  [131]．これ
らのイムノアッセイで使用される抗テオフィリン抗体の 1,3-ジメチル尿酸，
カフェイン，3-メチルキサンチンに対する交差反応性は，それぞれ 10%, 3%, 
1%である．本法はイムノアッセイと比較して精度と特異性に優れると考え
られる．  
 
 
3-6 小括  
 
本章では，トロロックスの酸化前置波に基づく塩基測定法の活用によって
テオフィリンを電気化学的に検出できることを明らかにした．従来，炭素系
作用電極に比較的高い正電位を印加して電解酸化によってテオフィリンを
検出する方法は知られているが，トロロックスの酸化前置波を利用した本法
は，比較的低い正電位での電解で検出できることを示した．低電位側での検
出は，妨害物質のピークを減らして特異性の向上を図る上で有利である．  
本検出モードを HPLC のフロー型検出部に組み込むために，移動相とカラ
ムからなる分離系にトロロックス試薬溶液をポストカラム方式で合流させ
る 2 流路系の HPLC-ECD を構築し，テオフィリンの分離分析法として確立
した．分離カラムにシリカゲルカラムを用い，テオフィリンを 10 min 以内
に検出することができた．本法の定量範囲は，2.0～100 mol/L であり，直
線性も良好であった（r = 0.999）．血中薬物濃度測定を行う上で，充分な定
量範囲と感度を有することが分かった．HPLC-UV を用いた血中テオフィリ
ン分析は，カフェインやテオフィリン代謝物等も検出されるため，特異性が
乏しく，分離条件の選定が困難であったが，本法はこれらの化合物の影響を
受けないことが分かった．また，LC-MS などと比較して，簡便な前処理方法
およびクリーンアップ操作により分析できた．さらに，本法における血漿中
テオフィリンの前処理方法は，クロロホルム－イソプロパノール混液による
溶媒抽出といった比較的簡易なものであった．  
本法を活用し，テオフィリン投与後のラット血中テオフィリンの薬物動態
分析を実施した．ラットの尾静脈より経時的に採血して得た 10 L の血漿を
試料として血中テオフィリンを計測でき，テオフィリン投与後 24 時間にわ
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たって時間－濃度プロファイルを取得することができた．得られたテオフィ
リンの時間－濃度プロファイルより，PK パラメータを算出できた．  
本研究では，トロロックスの酸化前置波を活用した HPLC-ECD が血中テ
オフィリンの分析において感度と特異性に優れ，10 L の血漿で分析可能で
あることを示した．本法は，テオフィリンによる副作用の発症メカニズムを
解明するための分析法や，テオフィリンの治療薬物モニタリング用の分析法
として有用と思われる．  
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総 括 
 
薬学領域で活用される定量分析法には，分析対象が生体試料や製剤のよう
なマトリックスの構成が複雑なものであっても，感度，真度，特異性，精度
に優れ，信頼できる分析結果を提供できることが要求される．さらに，前処
理操作を含む実験手順が簡便であること，微少量の試料で分析できること，
実分析の実践によって定量分析法の実用性と有用性が的確に示されている
ことも重要である．  
HPLC-ECD は，酸化還元物質を高感度かつ特異的に定量できる分析法であ
る．本研究では，薬物の定量分析において実用性に優れた高感度 HPLC-ECD
の確立を行った．ニトロ基を有するアリストロキア酸は電解還元に基づく
HPLC-ECD によって高感度に定量できた．さらに，キノンの還元前置波によ
る酸物質の検出法，およびトロロックスの酸化前置波による塩基物質の検出
法を HPLC-ECD の検出部に組み込んだポストカラム方式の 2 流路系の
HPLC-ECD システムをそれぞれ構築し，抗てんかん薬 VPA，抗喘息薬テオフ
ィリンの血中濃度測定へ応用できた．  
本論文の第 1 章から第 3 章で述べた結果を以下に総括する．  
 
第 1 章  
電解還元によるアリストロキア酸の HPLC-ECD を構築し，アリストロキ
ア酸の生薬への混入を監視できる高感度分析法として確立できた．本法は，
既に報告されているアリストロキア酸の HPLC-UV, HPLC-FL, LC-MS と比較
して感度に優れていた．さらに，本法と日局のサイシンの純度試験（AA1）
で定められている HPLC-UV について特異性と感度を比較検討した．サイシ
ンの純度試験（AA1）用の HPLC-UV で測定したボウキのクロマトグラムで
は，アリストロキア酸のピーク周辺に Unknown ピークが観察されたが，本
法では観察されなかった．日局では，AA1 に対応する保持時間にピークが観
察された場合には，測定条件を変更して再度クロマトグラムを測定し，アリ
ストロキア酸でないことを確認する必要がある．従って，本法は，適否の判
定に要するクロマトグラムの測定回数の低減が可能と考えられた．さらに，
本法の AA1 の検出限界は 3.4 ng/mL であり，日局の純度試験（AA1）と同じ
前処理方法を実施した場合，生薬中の AA1 含量が 85 ng/g 以下であることを
確認可能である．この検出限度値は，日局の方法と比較して高感度であった．
従って，本法は日局の方法と比較して特異性と感度に優れ，より厳重な混入
監視が可能であることが分かった．  
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第 2 章  
キノンの還元前置波による VPA の HPLC-ECD を構築し，血中 VPA の薬物
動態分析に適用できる高感度分析法を確立した．まず，VPA がキノンの還元
前置波により検出できることをボルタンメトリーで明らかにした．VPA の
HPLC-ECD として，移動相とカラムからなる分離系にキノン試薬溶液をポス
トカラム方式で合流させる 2 流路系のシステムを構築し，VPA の分離分析法
として確立した．本法は，VPA と IS を 15 min 以内に検出でき，定量範囲は
0.36～14.4 g/mL（ r = 0.999）であった．血中 VPA の薬物動態分析を実践す
る上で，充分な定量範囲と感度を有していた．本法は，VPA を特異的に検出
でき，血漿試料の前処理方法も比較的簡便であることから，既報の VPA の
分析法と比較して多くの利点があることを明らかにした．  
さらに，VPA と FFA の複合動態解析への適用を図るために，キノンの還
元前置波による FFA の HPLC-ECD を構築した．本研究では，健常ラット，
マルトース負荷ラット，糖尿病ラットの尾静脈より経時的に採血した微少量
の血液（約 50 L）を用いて同一個体における VPA と FFA の血中の動態分
析を行い，VP-Na 投与後 5 時間にわたって VPA，FFA，BG の時間－濃度プ
ロファイルを取得できた．VPA の時間－濃度プロファイルより，VPA の PK
パラメータを算出でき，健常ラットに比べて糖尿病ラットでは，AUC が優
位に低下，Vd は有意に増加することが分かった．同一個体における VPA と
FFA の血中動態を追跡できる本法は，正確な PK パラメータを算出する上で
有利であり，糖脂質代謝調節を in vivo でモニタできる複合動態解析へ展開
可能であった．  
 
第 3 章  
トロロックスの酸化前置波によるテオフィリンの HPLC-ECD を構築し，
微少の血液量かつ簡便な前処理方法で，血中テオフィリンの薬物動態分析に
適用できる高感度分析法を確立した．まず，テオフィリンがトロロックスの
酸化前置波により検出できることをボルタンメトリーで明らかにした．テオ
フィリンの HPLC-ECD として，移動相とカラムからなる分離系にトロロッ
クス試薬溶液をポストカラム方式で合流させる 2流路系のシステムを構築し，
テオフィリンの分離分析法として確立した．本法は，テオフィリンを 10 min
以内に検出でき，定量範囲は 2.0～100 mol/L（ r = 0.999）であった．血中テ
オフィリンの薬物動態分析を実践する上で，充分な定量範囲と感度を有して
いた．本法は，HPLC-UV と比較してカフェインやテオフィリン代謝物の影
響を受けず，LC-MS などと比較して，簡便な前処理方法およびクリーンアッ
プ操作により分析できた．  
本法を活用し，テオフィリン投与後のラット血中テオフィリンの薬物動態
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分析を行った．ラットの尾静脈より経時的に採血して得た 10 L の血漿を試
料として分析した結果，テオフィリンの PK パラメータを算出できた．本法
は，テオフィリンによる副作用の発症メカニズムの解明や治療薬物モニタリ
ングに適用可能であると考えられた．  
 
本研究では，アリストロキア酸を酸化還元物質，VPA を酸物質，テオフィ
リンを塩基物質として高感度かつ特異的に定量できる HPLC-ECD を確立す
ることができた．さらに，本法を生薬に混入した有害成分の監視，あるいは
PK パラメータの算出等の実分析へ応用し，薬物の実用的な定量分析法とし
ての HPLC-ECD の有用性を明らかにした．  
以上のように，HPLC-ECD は測定対象物質ごとに適切な検出モードを選定
することで，高感度かつ特異的な分析法として確立することが可能である．
さらに，LC-MS や LC-MS/MS と比較すると装置と維持費は極めて安価であ
り，分析装置自体の小型化を図ることも可能である．従って，広範な研究機
関および小中規模の医療機関への装置導入において HPLC-ECD は有利であ
る．HPLC-ECD は，その感度と特異性を活かすことで，薬学領域の基礎研究
および応用研究の発展のために有益な分析法として貢献できるものである． 
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